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Pojavnost sladkorne bolezni v svetu narašča. Bolniki s sladkorno boleznijo potrebujejo dvakrat 
več kirurških posegov kot bolniki brez sladkorne bolezni. Zaradi spremljajočih bolezni ima 
področna anestezija pogosto prednost pred splošno anestezijo, ni pa povsem raziskano, koliko 
je pri sladkornih bolnikih s periferno nevropatijo področna anestezija varna. 
Med izvajanjem periferne živčne blokade lahko pride do poškodbe živca, kar je lahko posledica 
mehanske poškodbe ali nevrotoksičnega in vazokonstrikcijskega učinka lokalnega anestetika. 
Toksični učinki lokalnih anestetikov so lahko večji pri diabetični periferni nevropatiji ter 
mikroangiopatiji. Kljub raziskavam, ki so pokazale nevrotoksičnost visokih odmerkov lokalnih 
anestetikov in formulacij anestetikov s podaljšanim delovanjem, ni konsenza o tem, ali se je 
treba pri sladkornih bolnikih izogibati področni anesteziji ali prilagoditi tehniko izvajanja. 
V zadnjem desetletju so razvili nove farmacevtske oblike lokalnih anestetikov s podaljšanim 
sproščanjem, da bi tako izboljšali glavne pomanjkljivosti lokalnih anestetikov, kot so 
kratkotrajnost senzoričnega bloka, povečano tveganje za sistemsko in lokalno toksičnost ter 
lokalni vnetni odgovor. Bupivakain v liposomih (BL) (DepoFoam Bupivacaine, Exparel, Pacira 
Pharmaceuticals, Inc. San Diego, CA) je novejša farmacevtska oblika bupivakaina, ki se v 
večjem deležu nahaja v liposomih. Rezultati raziskav njegove nevrotoksičnosti so si 
nasprotujoči. Do zdaj so proučevali toksičnost BL pri zdravem živcu na različnih živalskih 
modelih, ne pa še na diabetično spremenjenem živcu. Namen naše raziskave je bil ugotoviti 
razliko v trajanju senzoričnega bloka med BL in bupivakainijevim hidrokloridom (BH) ter 
nevrotoksični in vnetni odgovor po vnosu BL ob diabetično spremenjeni živec. 
Metode dela 
V prospektivno, randomizirano in dvojno slepo raziskavo smo vključili 36 mišjih samic, 18 z 
razvito periferno nevropatijo zaradi sladkorne bolezni tipa 1 in 18 kontrolnih brez periferne 
nevropatije in sladkorne bolezni. V skladu s protokolom za povzročitev sladkorne bolezni tipa 
1 smo uporabili streptozotocin, ki ima toksičen učinek na β-celice trebušne slinavke. Prisotnost 
sladkorne bolezni tipa 1 smo potrdili z večkratnimi meritvami krvnega sladkorja, telesne mase 
ter porabe hrane in vode. Razvito periferno nevropatijo smo potrdili s 'tail flick' in plantarnim 
testom. Nato smo izvedli blok ishiadičnega živca. Glede na vbrizgano učinkovino smo živali 
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razdelili v tri poskusne in tri kontrolne skupine, ki smo jim perinevralno vbrizgali 35 mg/kg 
1,31 % BL, 7 mg/kg 0,25 % BH in 0,9 % natrijevega klorida (NaCl). Čas trajanja senzoričnega 
bloka smo ocenili s plantarnim testom. Sedem dni po bloku ishiadičnega živca smo živali 
evtanazirali in z anatomsko sekcijo prikazali mesto vnosa učinkovine ter odvzeli 8 mm dolg 
odsek ishiadičnega živca za histomorfološke in imunohistokemične preiskave. 
Rezultati 
Rezultati raziskave so pokazali, da vrsta lokalnega anestetika (η2p=0,55, p<0,0001), periferna 
nevropatija (η2p=0,17, p<0,0009) in interakcija (η2p=0,20, p<0,0002) med njimi statistično 
značilno vplivajo na čas trajanja ishiadičnega živčnega bloka. Največji vpliv je imela vrsta 
lokalnega anestetika. Po vnosu BL je bilo trajanje senzoričnega bloka tako pri miših s periferno 
nevropatijo zaradi sladkorne bolezni kot pri miših brez periferne nevropatije in sladkorne 
bolezni statistično značilno daljše v primerjavi z BH. Po injekciji BH nismo ugotovili statistično 
značilnih razlik (ΔAUC 522 min; 95 % IZ: - 4039, 5083; p > 0,99) v trajanju ishiadičnega 
živčnega bloka pri miših s periferno nevropatijo zaradi sladkorne bolezni in miših brez periferne 
nevropatije in sladkorne bolezni. Histomorfometrična analiza živcev je pokazala večje G-
razmerje (razmerje med samim premerom aksona in skupnim premerom živčnega vlakna, kar 
je mera mielinizacije) pri miših s periferno nevropatijo zaradi sladkorne bolezni, tretiranih z 
BH v primerjavi z 0,9 % NaCl in BL. Pri miših brez periferne nevropatije in sladkorne bolezni, 
tretiranih z BH, smo ugotovili manjšo gostoto in večji premer vlaken in aksonov v primerjavi s 
kontralateralnimi netretiranimi živci. Statistično značilnih razlik v morfometričnih parametrih 
ishiadičnih živcev pri miših s periferno nevropatijo zaradi sladkorne bolezni in miši brez 
periferne nevropatije in sladkorne bolezni, tretiranih z 0,9 % NaCl in BL, nismo ugotovili. V 
nobenem vzorcu nismo ugotovili dokazov o akutnem ali kroničnem vnetju. 
Zaključek 
Z uporabo temeljnih poskusnih metod in modelov na miših smo ugotovili, da je trajanje 
senzoričnega perifernega bloka pri miših s periferno nevropatijo zaradi sladkorne bolezni 
odvisno tako od vrste lokalnega anestetika kot tudi od razvitosti periferne nevropatije. Lokalni 
anestetik s podaljšanim sproščanjem, kot je BL, statistično značilno podaljša senzorični živčni 
blok pri diabetično spremenjenih ishiadičnih živcih miši v primerjavi z mišmi brez periferne 
nevropatije zaradi sladkorne bolezni. Med mišmi s periferno nevropatijo zaradi sladkorne 
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bolezni in mišmi brez periferne nevropatije zaradi sladkorne bolezni nismo ugotovili statistično 
značilne razlike v trajanju ishiadičnega živčnega bloka po vnosu BH. To je lahko posledica 
pristopa določitve trajanja ishiadičnega živčnega bloka, velike variabilnosti zaradi različne 
stopnje razvitosti periferne nevropatije v skupini miši s sladkorno boleznijo ter izbire nižje 
koncentracije BH zato, da bi zagotovili enako oziroma primerljivo začetno maksimalno 
izpostavljenost živca prostemu BH v BL. Nevrotoksičnosti pri uporabi BL pri miših s periferno 
nevropatijo zaradi sladkorne bolezni ali miših brez periferne nevropatije zaradi sladkorne 
bolezni nismo ugotovili. Ugotovili pa smo znake nevrotoksičnosti po vnosu BH, tako pri miših 
s periferno nevropatijo zaradi sladkorne bolezni kot pri miših brez periferne nevropatije in 
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Background: Diabetes mellitus and the associated neuropathic complications have become a 
steadily increasing global health burden. Diabetic patients are estimated to require surgery at 
least twice as often as nondiabetic patients. Neuropathy may change the way nerves respond to 
nerve blocks. There is currently no consensus on whether regional anaesthesia techniques 
should be adopted in these patients. Long-acting local anaesthetics (e.g. bupivacaine HCl) or 
sustained-release formulations of bupivacaine (e.g. liposomal bupivacaine) could prove 
neurotoxic in the presence of diabetic neuropathy. The aim of the study was to assess 
neurotoxicity of liposome bupivacaine in streptozotocin (STZ)-induced diabetic mice after 
sciatic nerve block using a reduction in fibre density and decreased myelination assessed by G-
ratio as an indicator of local anaesthetic neurotoxicity.   
Methodology: A total of 36 female mice (18 with peripheral neuropathy due to type 1 diabetes 
and 18 controls) were included in the prospective, randomized and double-blind study. Diabetes 
type 1 was induced by intraperitoneal injection of streptozotocin in accordance with the 
protocols for achieving STZ-induced diabetes in mice. Prior to the experiments, Hargreaves 
radiant heat method was employed to assess the presence of peripheral neuropathy at baseline 
in all animals performing tail flick and paw withdrawal tests. Sciatic nerve blocks were achived 
using 1.3 % liposomal bupivacaine or 0.25 % bupivacaine hydrochloride. Injection of 0.9 % 
NaCl and no intervention side served as positive or negative controls. The injections were 
administered percutaneously. The animals were sacrificed and sciatic nerves were harvested 1 
week after the nerve block. The presence and extent of histologic evidence of neurotoxicity was 
assessed using high-resolution light microscopy and morphometric analysis; local 
inflammatory response was assessed by immunohistochemistry. 
Results: The results of our study showed that type of local anesthetic (η2p = 0.55, p <0.0001), 
peripheral neuropathy (η2p = 0.17, p <0.0009), and interaction (η2p = 0.20, p < 0.0002) between 
them significantly affect the duration of the ishiadic nerve block. The type of local anesthetic 
had the greatest impact of all. In accordance with the previously found the duration of ishiadic 
nerve block after administration of liposomal bupivacaine was longer in diabetic goup with 
developed peripheral neuropathy than in control grup. Likewise the duration of ishiadic nerve 
block after administration of liposomal bupivacaine was longer in both diabetic with peripheral 
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neuropathy and healthy mice compared to bupivacaine hydrochloride. There was no statistically 
significant difference in the duration of ishiadic nerve block after injection of bupivacaine 
hydrochloride in diabetic with peripheral neuropathy and healthy mice (ΔAUC 522 min; 95 % 
IZ: - 4039, 5083; p > 0,99). In both, diabetic with peripheral neuropathy and nondiabetic mice, 
sciatic nerve block with  bupivacaine hydrochloride resulted in a significantly greater G-ratio 
(axon diameter / large fibre diameter) and an axon diameter compared to nerves treated with 
liposomal bupivacaine or saline (p < 0.01). Moreover, sciatic nerve block with bupivacaine 
hydrochloride resulted in higher fibre density and large fibre and axon diameters compared to 
the control (untreated) sciatic nerves in both STZ-induced diabetic (p < 0.05) with developed 
peripheral neuropathy and nondiabetic mice (p < 0.01). No evidence of acute or chronic 
inflammation was observed in any of the treatment groups. 
Conclusions: Using basic experimental methods and models in mice, we found that the length 
of duration of sciatic nerve block in diabetic mice depends on both the type of local anesthetic 
and the development of peripheral neuropathy. Extended duration local anaesthetic 
formulations, like liposomal bupivacaine, statistically significantly prolong the duration of 
sensory nerve block in diabetic neuropathic ishiadic nerves in mice compared with control 
nerves. No statistically significant difference in the duration of ishiadic nerve block of 
bupivacaine hydrochloride was observed between diabetic with peripheral neuropathy and 
control mice. The following may be a result of the approach of determining the duration of 
ishiadic nerve block, the high variability due to the different levels of peripheral neuropathy in 
the diabetic group, and the choice of lower concentration of bupivacaine hydrochloride in order 
to ensure equal, comparative initial nerve exposure to bupivacaine hydrochloride, contained in 
liposomal bupivacaine. No neurotoxicity was observed in diabetic with diabetic peripheral 
neuropathy and non-diabetic mice treated with bupivacaine in liposomes. Signs of neurotoxicity 
were observed after bupivacaine hydrochloride administration in both diabetic with peripheral 
neuropathy and non-diabetic mice. 
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SB  - sladkorna bolezen 
PN  - periferna nevropatija 
LA  - lokalni anestetik/i 
BL  - bupivakain v liposomih 
BH  - bupivakainijev hidroklorid 
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Sodobna anesteziologija daje vse večji pomen nadzoru pred- in pooperativne bolečine, ker je  
slabo nadzorovana bolečina povezana z manjšim zadovoljstvom bolnikov ter daljšim časom  
hospitalizacije. Preprečevanje in zdravljenje akutne perioperativne bolečine je še večji izziv pri 
polimorbidnih bolnikih z zgodnjimi in poznimi zapleti sladkorne bolezni (SB). Prilagoditev 
tehnike področne anestezije, formulacij lokalnih anestetikov (LA) in določitev ustreznih 
odmerkov je široko področje za dodatne razprave, polemike in raziskave. 
1.1 Pojavnost sladkorne bolezni na svetovni ravni 
V preteklih 20 letih se je po vsem svetu število ljudi s SB podvojilo. Skupaj z debelostjo sta to 
morda dve največji epidemiji kroničnih bolezni v zgodovini človeštva. Skokovito rast števila 
bolnikov s SB potrjuje dejstvo, da je bilo v letu 2000 151 milijonov ljudi s SB (Aguiree in sod., 
2013), do leta 2013 pa se je povečalo na 415 milijonov (Guariguata in sod., 2014). Najnovejše 
raziskave napovedujejo do 642 milijonov ljudi s SB po vsem svetu do leta 2040 (Guariguata in 
sod., 2014). Zaskrbljujoče dejstvo je porast SB tipa 2 pri otrocih, mladostnikih in mlajših 
odraslih. Čeprav je veliko pozornosti namenjene tradicionalnim dejavnikom tveganja, kot so 
genetska konstitucija, življenjski slog, debelost, etnična pripadnost ter socioekonomske 
razmere, so se nedavne raziskave osredotočile na prepoznavanje učinka epigenetskih 
dejavnikov ter intrauterinega okolja za razvoj SB tip 2 (Gluckman in sod., 2008). Številne 
raziskave (Pan in sod., 1997; Lindström in sod., 2006; Knowler in sod., 2002) poročajo o 
uspešnem preprečevanju ter zdravljenju SB s spremembo življenjskega sloga in novejšimi 
farmacevtskimi pristopi, zlasti pri bolnikih s prediabetesom. Obstajajo tudi poročila (Carlsson 
in sod., 2012) o uspešnosti bariatričnih operacij za zmanjšanje napredovanja SB pri osebah s 
prediabetesom. 
1.2 Razširjenost in pogostost sladkorne bolezni tipa 1 
Zgoraj omenjeni podatki se nanašajo na pojavnost in širjenje SB tipa 1 in tipa 2 na svetovni 
ravni. Epidemiološki podatki o SB tipa 1 kažejo, da je pogostost SB tipa 1 na svetovni ravni 15 
na 100,000 prebivalcev, pojavnost pa 9,5 na 10,000 prebivalcev. V Evropi je pogostost SB tipa 
1 15 na 100,000 prebivalcev, pojavnost pa 12,2 na 10,000 prebivalcev (Mobasseri in sod., 
2020). Dejavnikov, ki v veliki meri prispevajo k trendu naraščanja in širjenja SB tipa 2 svetu, 
je veliko. Patogeneza SB tipa 2 je znana in povezana z različnimi geni ter vpletenostjo več 
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dejavnikov. SB tipa 2 je možno preprečiti in zdraviti z njihovo odstranitvijo ali zmanjšanjem. 
Večina opozoril nacionalnih in mednarodnih zdravstvenih organizacij ter združenj za SB 
temelji na spremembah življenjskega sloga in zmanjšanju stresa, ki lahko preprečijo nastanek 
SB tipa 2 (Lin in sod., 2015). Drugače pa je z načini preprečevanja SB tipa 1, ki je prisotna pri 
5 do 15 % bolnikov s SB in pogosto tudi pri otrocih, ki še niso opredeljeni. Pred kratkim so 
predlagali presejalne teste za SB tipa 1 v družinah, ki kažejo nagnjenost glede na prisotnost 
protiteles. Izvedene so bile tudi klinične študije o preprečevanju pojavnosti SB tipa 1 (Jawad in 
sod., 1995), vendar število obolelih in zapleti zaradi te bolezni kljub temu naraščajo. Mednje 
sodijo amputacija noge, povečana potreba po dializi zaradi ledvične nefropatije in težave z 
vidom (Kumpatla in sod., 2013). Pri bolnikih s SB tipa 1 je prisoten tudi trend naraščanja 
povprečne ravni glukoze v krvi, ki zahteva zdravljenje z insulinom. 
1.3 Razširjenost subklinične in simptomatske periferne nevropatije pri bolnikih s sladkorno 
boleznijo 
Diabetična periferna nevropatija (PN) je najpogostejša oblika nevropatije po vsem svetu (Iqbal 
in sod., 2018). Raziskave, ki so potekale v različnih državah sveta, navajajajo različne podatke 
o razširjenosti diabetične PN pri SB tipa 1 in tipa 2, vendar je skupna ugotovitev, da je 
razširjenost diabetične PN nekoliko večja pri osebah s SB tipa 2 (Pirart, 1977; Tesfaye in sod., 
1996; Abbott in sod., 2011; Cabezas, 1998; Martin in sod., 2014; Maser in sod., 1989; Jaiswal 
in sod., 2013;  Ismail-Beigi in sod., 2010). Pfannkuche in sodelavci so leta 2020 pokazali, da je 
bila razširjenost diabetične PN pri bolnikih s SB tipa 1 29,1 % [22,0 - 36,9 %] pri bolnikih s SB 
tipa 2 42,2 % [38,9-45,6 %]. Tveganje za razvoj diabetične PN je večje v starosti in pri odraslih 
z dolgotrajno SB tipa 1 ali tipa 2 (Tovi in sod., 1998; Cabezas, 1998; Young in sod., 1993). 
Glede na oceno, da bo število bolnikov s SB do 2030 okrog 472 milijonov, bo diabetična PN 
prizadela približno 236 milijonov ljudi, kar bo povzročilo dodatne stroške zdravljenja (Tesfaye 
in Selvarajah, 2012). Učinkovitost ukrepov za preprečevanje periferne arterijske bolezni ni 
znana, vendar so lahko kirurški posegi, telovadba, prenehanje kajenja, aspirin in 
antiagregacijska zdravila ter statini učinkoviti pri preprečevanju napredovanja bolezni (Mohler, 
2003; Fisher, 2003; Weitz in sod., 1996, Criqui, 2001). Med bolniki s SB je mogoče 
napredovanje PN značilno upočasniti s kontrolo glikemije (Diabetes Control and Complications 
Trial Research Group, 1993; UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) Group, 1998). 
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 Patofiziologija periferne nevropatije pri bolnikih s SB tip 1 in tip 2  
Tako kot patogeneza nastanka SB tipa 1 in tipa 2 se tudi patogeneza nastanka PN pri SB tipa 1 
in SB tipa 2 razlikuje. Pri živalskih modelih, ki jih uporabljamo za preučevanje SB in njenih 
zapletov, je način povzročitve SB tipa 1 in SB tipa 2 različen. SB tipa 1 povzročimo z imunsko 
oz. farmakološko posredovano poškodbo beta celic trebušne slinavke, kar vodi do popolnega 
izčrpanja insulina ter C-peptida. Zaradi tega je potrebno dnevno nadomeščanje inzulina, da ta 
vzdržuje koncentracijo glukoze v krvi na normalni ravni. Hiperinzulinemično, na inzulin 
odporno hiperglikemijo pri SB tipa 2 dosežemo z debelostjo ob uporabi hiperkalorične hrane. 
Hiperglikemija pri SB tipa 2 je povezana s hiperlipidemijo in hiperholesterolemijo (Sima in 
sod., 1997). S proučevanjem živalskih modelov za povzročitev SB tipa 1 in 2 so ugotovili 
funkcijske, presnovne, strukturne in molekularne razlike v patogenezi SB (Sima in sod., 2000; 
Sima, 2006). Pri obeh oblikah SB obstaja začetna "presnovna faza", ki povzroča motnje v 
delovanju živcev, kar je mogoče popraviti s presnovnimi korekcijami (Sima, 2003; Terkildsen 
in Christensen, 1971; Fraser in sod., 1977). Temu sledi “strukturna faza“, ki z dolgotrajno SB 
postaja vse bolj neodzivna za presnovne korekcije (Sima, 2003; Sima, 2001).  
 Presnovni in vaskularni dejavniki, odgovorni za nastanek periferne nevropatije 
Nastanek PN povzročijo presnovni in vaskularni dejavniki (Slika 1.1). Trenutno velja, da so 
hiperglikemija, aktivacija poliola, pospešena tvorba glikiranih končnih produktov, aktivacija 
heksozaminske presnovne poti, povečana koncentracija diacilglicerola in ob tem čezmerna 
aktivnost diacilglicerola/protein kinaze C presnovne poti, oksidativni stres, dušikov oksid ter 
vnetje ključni metabolni dejavniki pri razvoju PN (Hosseini in Abdollahi, 2013). 
a) Hiperglikemija. Ima ključno vlogo pri razvoju oksidativnega stresa in s tem pri napredku 
kroničnih zapletov SB, vključno s PN (Obrosova, 2002).  
b) Vloga poliola. Hiperglikemija poveča koncentracijo glukoze v živcih, kar vodi do 
zasičenosti normalnih glikolitičnih poti. Presežek glukoze se presnavlja po poliolski poti; 
končna produkta tega presnovnega procesa sta sorbitol in fruktoza. Povečan vstop poliola v 
celice povzroči kopičenje sorbitola in kompenzatorni iztok drugih osmotsko aktivnih snovi, kot 
so mioinozitol, tavrin ter adenozin, iz celic. Posledica tega je pomanjkanje mioinozitola, kar 
vodi v izčrpanost fosfatidilinozitola, to pa preprečuje tvorbo adenozina trifosfata. Ti procesi 
vodijo k zmanjšani aktivnosti Na+/K+-adenozin-trifosfataze in protein-kinaze C, poslabšanju 
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aksonskega transporta ter razgradnji živcev, kar se kaže kot patološki akcijski potencial 
(Edwards in sod., 2008, Mahmood in sod., 2009). 
c) Glikirani končni produkti. Hiperglikemija pospeši tvorbo glikiranih končnih produktov 
preko vezave reaktivnih ogljikovodikovih skupin na beljakovine, nukleinske kisline ter 
maščobe. Te skupine ovirajo biološko funkcijo beljakovin, kar posledično vpliva na celično 
funkcijo. Biokemična škoda, povzročena z glikiranimi končnimi produkti, vodi do zmanjšanja 
nevrotrofične podpore, poslabšanja krvnega pretoka v živcih, motnje nevronske integritete ter 
okrnjenosti popravnih mehanizmov celic (Mahmood in sod., 2009, Callaghan in sod., 2012). 
d) Vloga heksozamina. Heksozamin je dodatni dejavnik, ki je vpleten v patologijo s SB 
povzročenega oksidativnega stresa in njegovih zapletov. Aktivacija heksozaminske presnovne 
poti je vzrok za številne presnovne motnje pri SB (Edwards in sod., 2008). 
e) Čezmerna aktivacija Diacilglicerola/Protein-kinaze C - presnovne poti. Hiperglikemija 
stimulira nastajanje diacilglicerola, ta pa aktivira protein-kinazo C, ki je pomembna za 
delovanje živcev in patogenezo PN. Aktivacija protein-kinaze C sproži tako znotrajcelično 
kaskado reakcij, pa tudi povečano tvorbo zunajceličnega matriksa ter citokinov. Antioksidanti 
reagirajo s katalitično domeno encima in zavirajo njegovo aktivnost, medtem ko prooksidanti 
reagirajo z regulatorno domeno in spodbujajo njegovo aktivnost. Aktivirana protein-kinaza C 
spremeni ravnovesje izražanja stresnih genov in s tem povzroči oksidativni stres (Negi in sod., 
2011). 
f) Vloga oksidativnega stresa, apoptoze in poli-ADP-riboze polimeraze. Tvorba prostih 
kisikovih zvrsti je glavni dejavnik pri razvoju PN. Oksidativni stres in proste kisikove zvrsti 
povezujejo fiziološke mediatorje s spodbujevalci presnove, kar prispeva k napredovani 
poškodbi živčnih vlaken, njihovi moteni funkciji in deficitu pri PN. Oksidativni stres skupaj s 
tvorbo prostih kisikovih zvrsti poškoduje mitohondrije, deoksiribonukleinske kisline, 
beljakovine ter celične membrane (Edwards in sod., 2008, Yagihashi in sod., 2011). Poškodba 
nastane zaradi presežka nastanka prostih kisikovih ali reaktivnih dušikovih zvrsti. 
Hiperglikemija povzroči vrsto mitohondrijskih sprememb, ki vodijo k programirani celični 
smrti, to je apoptozi. Zaradi velike vsebnosti mitohondrijev so aksoni zelo dovzetni za 
poškodbo ob hiperglikemiji (Yagihashi in sod., 2011). Oksidativni stres skupaj s hiperglikemijo 
sproži aktivacijo poli-ADP-riboze polimeraze, kar pozneje povzroči spremembe v transkripciji 
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in ekspresiji genov ter preusmeritev glikolitičnih v druge patogene poti in ustvarjanje Protein-
kinaze C in glikiranih končnih produktov. Poliol, glikirani končni produkti, protein-kinaza C, 
heksozamin ter poli-ADP-riboza polimeraza skupno prispevajo k poškodbam nevronov preko 
modifikacije reduktivne kapacitete celic ali izražanja proteinov vnetja (Edwards in sod., 2008). 
Raziskave na podganah so pokazale večjo stopnjo okvare delovanja Na+/K+-adenozin-
trifosfataze v živcih pri SB tipa 1 v primerjavi s SB tipa 2, kljub enako izraženi hiperglikemiji. 
Ta razlika v aktivnosti Na+/K+-adenozin-trifosfataze v živcih je posledica zmanjšane tvorbe in 
oslabljene signalizacije inzulina pri SB tipa1 (Sima in Kamiya, 2006).  
Vaskularni dejavniki, ki vplivajo na razvoj PN, so lahko makrovaskularni ter mikrovaskularni. 
Med makrovaskularne sodijo hipertenzija, kajenje, dislipidemija, mikroalbuminurija ter indeks 
telesne teže (Tesfaye in sod., 1996; Maser in sod., 1989). Preprečitev napredovanja diabetične 
PN je mogoče doseči z intenzivnim zdravljenjem vseh teh dejavnikov. Mikrovaskularne 
spremembe vključujejo hipertrofijo bazalne membrane kapilar, kapilarno trombozo in 
obstrukcijo, zadebelitev endotelija ter hipertrofijo gladkih mišičnih celic (Zochodne, 1999). 
Strukturne spremembe mikrožilja so povezane s klinično stopnjo izraženosti PN (Britland in 
sod., 1992; Dyck, 1989; Dyck, 1996). Mehanizmi, ki prizadenejo živce pri PN, so zmanjšan 
endonevralni pretok krvi, hipoksija, strukturne spremembe mikrožilja živca ter porušeno 
ravnovesje med vazodilatatornimi in vazokonstriktornimi dejavniki v korist vazokonstrikcije 
(Cameron in sod., 2001). Nepravilnosti mikrožilja so večje v kapilarah endonevrija kot v 
kapilarah epinevrija, kar kaže na kompleksno intranevralno nevrovaskularno interakcijo (Malik 
in sod., 1993). 
Raziskave na podganah s SB tipa 1 so pokazale, da sta endonevralna prekrvavitev in prevodnost 
po živcu zmanjšana, medtem ko je oksidativni stres povečan. Pri podganah s SB tipa 2 pa sta 
endonevralna prekrvavitev in oksidativni stres enako povečana, medtem ko je prevodnost po 
živcu nespremenjena (Sima in Kamiya, 2006). Nadomeščanje C-peptida podganam s SB tipa 1 
izboljša nevrovaskularno funkcijo, dovzetnost za dušikov oksid in prevodnost po živcu, ne da 
bi to vplivalo na oksidativni stres in hiperglikemijo (Stevens in sod. 2004). Te ugotovitve 
dokazujejo, da zmanjšana živčna prevodnost ni nujno posledica povečanega oksidativnega 
stresa in zmanjšane perfuzije živca ter kažejo na disociacijo med oksidativnim stresom in 
endonevrijskim pretokom krvi (Sima in Kamiya, 2006).  
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Zgodnje presnovne nepravilnosti so povezane s funkcionalnimi motnjami. Pri PN je zaradi 
različnih vzrokov ovirana prevodnost perifernih živcev, saj poškodba živcev lahko nastane na 
nivoju aksona ali mielinske ovojnice (Chung in sod., 2014). Prizadeti so lahko aferentni 
(senzorični), eferentni (motorični) ali oboji nevroni. Lahko je spremenjena zgradba 
nemieliniziranih in mieliniziranih živčnih vlaken. Raziskave (Malik in sod., 2005) ugotavljajo, 
da se najzgodnejše spremembe diabetične PN pojavijo na ravni tankih, nemieliniziranih C-
vlaken, pri čemer njihova začetna degeneracija in regeneracija povzroči bolečino, alodinijo in 
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Tabela 1.1 Razvrstitev perifernih živčnih vlaken glede na premer, hitrost prevajanja, vrsto receptorjev in debelino mielinske ovojnice (mielinizacije) 






Aferentna vlakna (iz 
kožnih receptorjev) 
Aferentna vlakna (iz skeletnih 








Aα (iz hitro adaptirajočih 
mehanoreceptorjev) 
Ia (iz mišičnih vreten) Ib (iz 
Golgijevih tetivnih organov) 
debelo 
mielinizirana 
6-12 25-70  
Aβ (iz počasi 
adaptirajočih 
mehanoreceptorjev) 




Aγ (do intrafuzalnih 
mišičnih vlaken) 
  mielinizirana 
1,6 12-30  















C (iz mehanskih 
nociceptorjev in 
termoreceptorjev-hladno 
in vroče; iz polimodalnih 
nocijoceptorjev) 
IV (iz sklepnih nociceptorjev) nemielinizirana 
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Spremembe prizadenejo tudi receptorje za bolečino v koži in nevrone avtonomnega živčnega 
sistema. Poškodbe velikih senzoričnih vlaken, kot so A-alfa in A-beta, povzročijo deficit v 
propriocepciji in občutku za vibracijo, kar se kaže z miotatičnim (nateznim) refleksom 
(Hosseini in Abdollahi, 2013). 
Presnovne nepravilnosti, na katerih temeljijo zgodnje zgoraj omenjene funkcionalne motnje pri 
PN, kažejo očitne razlike med obema vrstama SB. Zagotovo ima hiperglikemija pomembno 
vlogo pri razvoju PN, vendar ima zmanjšana razpoložljivost inzulina (močno nevrotrofično 
sredstvo) ter posledično nepravilen prenos signalov enako pomembno vlogo v patofiziologiji 
teh sprememb (Sima in Kamiya, 2006).  
 Strukturne spremembe živcev pri diabetični periferni nevropatiji 
Iz akutnih presnovnih nepravilnosti se pojavljajo progresivne strukturne spremembe, ki se vse 
manj odzivajo na presnovno posredovanje. Ena najzgodnješih zaznavnih sprememb v 
mieliniziranih vlaknih je nodalno in paranodalno aksonsko otekanje, ki je v povezavi z 
zgodnjim motenim delovanjem Na+/K+-adenozin-trifosfataze in povečanjem znotraj-
aksonalnega Na+ (Brismar in Sima, 1981; Brismar in sod., 1987). Ta sprememba je bolj 
izražena pri SB tipa 1 in je reverzibilna (Zhang in sod., 2001; Brismar in sod., 1987). Druge 
zgodnje spremembe so nepravilnosti citoskeletnih struktur, ki odražajo motnje v sintezi, 
fosforilaciji in tvorbi nevrofilamentov (Scott in sod., 1999; Xu in sod., 2002). Vse to vodi do 
motenega aksonskega transporta in napredovale atrofije aksonov, ki se kažejo po štirih mesecih 
SB tipa 1 pri podganah (Sima in sod., 1983; Medori in sod, 1988; Pierson in sod., 2003). Atrofija 
aksonov napreduje v proksimalno-distalni smeri, na koncu povzroči degenreacijo s sekundarno 
razgradnjo mielina in izgubo vlaken (Sima in sod., 1983; Kamiya in sod., 2005). Aksonska 
degeneracija je povezana z oslabljeno nevrotrofično podporo inzulina, IGF-1 in nevrotrofini, 
posledica tega pa je motena sinteza in tvorba tubulov in nevrofilamentov (Scott in sod., 1999; 
Ishii, 1995) (Slika 1.1). 
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Slika 1.1 Shematski prikaz histomorfoloških sprememb živca in žil pri periferni nevropatiji (prirejeno 
po Vinik in sod., 2006). 
1.4 Pogostost operativnih posegov pri diabetičnih bolnikih z razvito periferno nevropatijo 
Bolniki s SB in razvito PN potrebujejo dvakrat več operativnih posegov kot bolniki brez SB 
(Dhatariya in sod., 2012). Perioperativna smrtnost je pri teh bolnikih povečana za 50 %. Vzroki 
za slabe, neželene izide so številni: hipo- ali hiperglikemija, številna pridružena bolezenska 
stanja, kot so mikrovaskularni ter makrovaskularni zapleti, povečano uživanje zdravil, 
perioperativne okužbe, pomankanje smernic za perioperativno obravnavo bolnikov s SB itd. 
(Dyer in Hamersley., 2011). Operativni poseg spremlja obdobje stradanja, ki povzroči 
aktivacijo katabolnih procesov v telesu, kar se lahko še dodano poslabša ob infuzijah glukoze 
in inzulina, ki se pogosto uporabljajo perioperativno (Desborough, 2000; Alberti in Thomas, 
1979; Thomas in sod., 1984). Večje operacije vodijo do presnovnega stresa, za katerega je 
značilno povečano izločanje katabolnih hormonov ter zaviranje anabolnih hormonov, zlasti 
inzulina. Začetno zaviranje izločanja inzulina je pooperativno spremljano s stanjem inzulinske 
rezistence, kar pri večjih kirurških posegih vodi do pomanjkanja inzulina (Desborough 2000). 
Pri bolnikih brez SB to lahko vodi do prehodne hiperglikemije. Bolniki s SB tipa 1 se ne morejo 
odzvati na povečane potrebe po inzulinu zaradi njegovega popolnega pomanjkanja, bolniki s 
SB tipa 2 pa zaradi inzulinske rezistence ter njegovih omejenih zalog.  
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Zaradi omenjenih presnovnih sprememb pri bolnikih s SB se v perioperativnem obdobju pri teh 
bolnikih vse bolj uveljavlja področna anestezija (Ten Hoope in sod., 2017), vendar je odzivnost 
živcev na tovrstno anestezijsko tehniko zaradi PN lahko spremenjena (Lirk in sod., 2013).  
 Posebnosti področne anestezije pri diabetični periferni nevropatiji 
Zgoraj omenjeni patofiziološki mehanizmi nastanka PN vplivajo tako na oteženo lokalizacijo 
živcev pri izvajanju živčnega bloka kot tudi na farmakodinamiko in farmakokinetiko LA. 
Elektrostimulacija in lokalizacija živca 
Elektrostimulacija in ultrazvočno vodena lokalizacija perifernega živca sta uveljavljeni tehniki 
pri izvajanju perifernih živčnih blokov. Nedavne ugotovitve so postavile pod vprašaj 
zanesljivost elektrostimulacije kot metode zagotovitve pravilnega položaja igle pri izvajanju 
perifernega bloka (Sala-Blanch in sod., 2012). Ta je še bolj problematična pri bolnikih z 
nevropatijo, ker je njihova osnovna reobaza kot glavna determinanta praga stimulacije 
povečana (Nodera in Kaji, 2006). Prvi eksperimentalni dokaz so predstavili Rigaud in sod. 
(2008), ki so izvajali blok ishiadičnega živca na psih in pokazali pogostejši intranevralni položaj 
igle pri diabetičnih v primerjavi z zdravimi živalmi. Podobne rezultate je dobil tudi Bigeleisen 
s sod. (2009), ki je pri blokadi brahialnega pleteža pokazal povečan prag za stimulacijo živca 
pri bolnikih s SB v primerjavi z bolniki brez SB. Keyl in sod. (2013) so primerjali prag živčne 
stimulacije poplitealnega živca med skupinama bolnikov s SB in brez SB, ki so bili predvideni 
za operacijo ishemičnega stopala. Prag stimulacije je bil pri bolnikih brez SB (povprečje 0,26 
mA) primerljiv s splošno sprejetim pragom za perinevralno pozicijo igle, in sicer 0,3 - 0,5 mA. 
Pri bolnikih s SB in povečanim tveganjem za diabetično PN pa je bil povprečen prag 
elektrostimulacije sedemkrat višji (povprečje 1,9 mA). Leta 2016 so Heschl in sod. primerjali 
prag stimulacije ishiadičnega živca med zdravimi in diabetičnimi bolniki s PN pri izvajanju 
živčne blokade za operacijo spodnjih okončin. Avtorji so ugotovili, da je bila diabetična PN 
povezana s povečanim pragom stimulacije, SB brez polinevropatije pa ne. V klinični praksi je 
z uporabo elektrostimulacije kot edine tehnike za lokalizacijo živca težko oceniti in določiti 
ustrezno zgornjo mejo intenzitete stimulacije. Izbira nizkega praga lahko vodi k znatnemu 
deležu neuspešnih perifernih blokov, medtem ko previsok elektrostimulacijski prag lahko 
povzroči poškodbo živca (Heschl in sod., 2016). Vse dosedanje raziskave kažejo, da 
nevropatsko spremenjeni živci zahtevajo višji prag elektrostimulacije v primerjavi z 
Liljana Markova, Nevrotoksičnost in vnetni odgovor pri diabetičnih miših po vnosu  bupivakaina v liposomih 
Doktorska disertacija, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, 2020 
 
11 
nespremenjenimi živci, vendar je višino praga težko določiti na podlagi anamneze ali 
nevroloških testiranj (ten Hoope in sod., 2017). 
Občutljivost živca za lokalne anestetike 
V skladu s patofiziološkimi mehanizmi bi pričakovali, da so nevropatični živci bolj dovzetni za 
učinke LA in da bo stopnja uspešnosti bloka pri bolnikih z diabetično PN višja. V raziskavi iz 
leta 2009 (Gebhard in sod., 2009) so pokazali višjo stopnjo uspešnosti supraklavikularnega 
živčnega bloka pri bolnikih s SB v primerjavi z bolniki brez SB neodvisno od spola ali indeksa 
telesne mase. Obstajajo hipoteze, da so za bolnike s SB zadostni nižji odmerki LA, vendar 
trdnih dokazov, ki bi podprli to hipotezo, trenutno ni.  
Čas trajanja perifernega živčnega bloka 
Več eksperimentalnih raziskav je proučevalo čas trajanja živčnega bloka pri diabetični PN v 
primerjavi z nediabetičnimi živci, rezultati pa so si nasprotujoči (Kroin in sod., 2010; Lirk in 
sod., 2012; Kroin in sod., 2012). V raziskavi iz leta 2012 (Kroin in sod.), kjer so ugotavljali, ali 
na čas trajanja bloka vpliva PN ali hiperglikemija, so ugotovili, da je v primerih, ko je raven 
glukoze pod dolgotrajnim nadzorom (dva tedna vzdrževana normoglikemija s kontinuiranim 
inzulinom pri podganah) in s tem tudi PN, trajanje senzoričnega perifernega bloka spet 
normalno. Po drugi strani pa se je v primerih hitrega in kratkotrajnega nižanja ravni glukoze 
(trajanje 6 ur) izkazalo, da je čas trajanja perifernega bloka podaljšan.  
Rezultati raziskav si nasprotujejo tudi glede hitrosti nastanka perifernega bloka pri nevropatsko 
spremenjenih živcih v primerjavi z nespremenjenimi živci (Cuvillon in sod., 2013; Salviz in 
sod., 2017; Sertoz in sod., 2013). 
Za zgoraj opisan odziv nevropatsko spremenjenih perifernih živcev na LA so odgovorni trije 
različni mehanizmi: 
1. Aksonska degeneracija, ki je najbolj značilna za PN in je lahko povezana s spremenjeno 
dovzetnostjo in občutljivostjo živca za LA (Hong in sod., 2004); 
2. Zakasnjeno odplavljanje LA zaradi mikroangiopatije ter zmanjšanega pretoka krvi v 
živcu, je lahko vzrok za podaljšano trajanje perifernega bloka (Williams, 2010;  Pop-Busui in 
sod., 2002); 
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3. Zmanjšana aktivnost kalijevih in natrijevih kanalčkov v živčnih vlaknih, kar lahko vpliva 
na prag in hitrost prevodnosti v teh nevronih (Zherebitskaya in sod., 2011; Jolivalt in sod., 
2011; Duran-Jimenez in sod., 2009). 
 Zapleti ob uporabi lokalnih anestetikov pri diabetični periferni nevropatiji 
Nevrotoksičnost 
Prva raziskava, ki je pokazala povezanost med uporabo 4 % lidokaina in poškodbo diabetično 
spremenjenih živcev, je bila opravljena leta 1992 (Kalichman in Calcutt, 1992). Druga 
raziskava, ki je preučevala histološke spremembe po uporabi različnih kombinacij LA pri 
diabetičnih ali nediabetičnih podganah, je pokazala več poškodovanih živcev pri diabetičnih 
živalih, ki so prejele lidokain/klonidin ali ropivakain v primerjavi z diabetičnimi živalmi, ki so 
prejele 1 % lidokain (Kroin in sod., 2010). Nasprotno pa raziskava iz leta 2015 na diabetičnih 
podganah ni potrdila klinično značilne nevrotoksičnosti po uporabi lidokaina (Lirk in sod., 
2015). V literaturi je opisanih šest kliničnih primerov poškodbe diabetično spremenjenega živca 
po izvajanju področne anestezije (Lirk in sod., 2013). Kljub navedenim ugotovitvam 
epidemiologija poškodbe živcev pri izvajanju področne anestezije pri bolnikih z diabetično PN 
ni povsem jasna. Po priporočilih diabetična PN ni ovira za področno ali nevroaksialno blokado.  
Okužbe 
Uporaba perinevralnih katetrov in črpalk za dolgotrajno lajšanje pooperativne bolečine je 
povezana s povečanim tveganjem za okužbo. SB in pooperativna hiperglikemija sta dejavnika, 
ki povečata tveganje za nastanek okužb (Nicolotti in sod., 2016). Kljub dejstvu, da sta 
bakterijska kolonizacija in okužba katetrov redki, je povezava med bakterijsko kolonizacijo 
katetrov in SB statistično značilna (Aveline in sod., 2011). To potrjuje tudi raziskava iz leta 
2015, v kateri so ugotovili, da je SB dejavnik tveganja za pooperativne okužbe pri uporabi 
perinevralnih katetrov (Bomberg in sod., 2015). Zato je v zadnjem desetletju prišlo do značilnih 
izboljšav v področni anestezije. Za podaljšano trajanje perifernega živčnega bloka in hkratno 
zmanjšanje tveganja za sistemsko in lokalno toksičnost tkiv je bilo razvitih več različnih 
farmacevtskih oblik LA s podaljšanim sproščanjem (Epstein-Barash in sod., 2009). 
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 Bupivakain v liposomih 
Številne dolgodelujoče formulacije LA, kot so implantirane membranske matrice (Wang in 
sod., 2009), liposomi (Grant in sod., 1994; Mowat in sod., 1996), mikrokristali (67 Haynes in 
Kirkpatrick, 1985), križno vezane matrice s hialuronsko kislino (Jia in sod., 2004), lipidno-
proteinsko-ogljikohidratni delci (Kohane in sod., 2002), kirurško implantirane kroglice 
(Masters in sod., 1993), liposfere (Masters in Domb, 1998) ter termosenzitivni nanogeli 
(Patenaude in sod., 2012) so bile razvite zaradi izboljšanja pomanjkljivosti obstoječih LA za 
dolgotrajno lajšanje pooperativne bolečine. Življenjsko ogrožajoči zapleti, kot so lokalna 
okužba, septikemija, nenamerna intravaskularna vstavitev ter dislokacija pri uporabi 
perinevralnih katetrov, so dodatni razlogi za še večje zanimanje za te novejše formulacije LA. 
Kljub podatkom o njihovi učinkovitosti v smislu podaljšanja časa anestezije oziroma 
analgezije, ni prišlo do njihove širše uporabe v klinični praksi zaradi možnosti vnetja na mestu 
vbrizganja, miotoksičnosti ter nevrotoksičnosti (Kohane, 2010). Raziskave so pokazale, da so 
stranski učinki dolgodelujočih oblik LA lahko posledica tako nosilcev, ki povzročijo vnetje v 
bližini živca, ki traja dlje od same blokade (McAlvin in sod., 2013; 69 Kohane in sod., 2002; 
Kohane in sod., 2002) kot tudi samega LA, ki prekine proces oksidativne fosforilacije in 
povzroči apoptozo Schwannovih celic. Slednje je odvisno od njegove koncentracije ter časa 
izpostavljenosti (Yang in sod., 2011). 
Bupivakain v liposomih (BL) (DepoFoam bupivacaine, Exparel, Pacira Pharmaceuticals, Inc. 
San Diego, CA, ZDA) je LA s podaljšanim sproščanjem, ki ga je v ZDA leta 2011 odobrila 
Uprava za hrano in zdravila (angl. Food and Drug Administration - FDA) za lokalno infiltracijo, 
leta 2018 pa tudi za interskalensko blokado brahialnega pleteža (Balocco in sod., 2018). BL je 
amidni tip LA, ki vsebuje 97 % bupivakaina v hidrofilnem jedru liposomatskih multiveziklov 
iz dvojnega fosfolipidnega sloja, ki so razporejeni nekoncentrično v obliki satovja (Chahar in 
Cummings, 2012) (Slika 1.2). Prost je prisoten samo v 3 %, kar omogoča primerljivo 
koncentracijo s standardnim bupivakainijevim hidrokloridom (BH) ob nastopu perifernega 
živčnega bloka. Multivezikularna formulacija zagotavlja stabilnost in podaljšano sproščanje, ki 
lahko traja tudi do 96h (Hu in sod., 2013; Viscusi in sod., 2012; Ilfeld, 2013). Njegova glavna 
značilnost - enako kot pri ostalih LA - je sposobnost obstajanja v raztopini tako v neionizirani 
kot ionizirani obliki. Zaradi njegovega pKa (8,1) se v krvi (pH 7,35-7,45) nahaja v neionizirani 
obliki samo v 15 %. Neionizirana oblika je manj topna v vodi, vendar zelo lipidotopna in 
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ključna za prehajanje skozi lipidne celične membrane. V notranjosti celice zaradi 
znotrajceličnega pH (7,2) ob vezavi z vodikovimi ioni pride do ionizacije in povečanja deleža 
ionizirane, vodotopne oblike, ki se aktivno veže na notranjo stran Na+ kanalčka in ga inatkivira. 
S tem se prekine prenos akcijskega potenciala in povzroči živčno blokado (Dullenkopf in 
Borgeat, 2003; Covino, 1986). 
Več raziskav, ki so preučevale uporabo BL za periferne živčne blokade ali epiduralno 
analgezijo, ni potrdilo njegove nevrotoksičnosti (Ilfeld in sod., 2015; Damjanovska in sod., 
2015; Richard in sod., 2012; Rwei in sod., 2018; McAlvin in sod., 2014; Dyhre in sod., 2006; 
Vandepitte in sod., 2017). Ker pa je podaljšano delovanje LA lahko škodljivo v prisotnosti že 
obstoječe nevropatije (Kroin in sod, 2010), je varnost uporabe BL pri bolnikih s SB in s PN še 
vprašljiva.  
 
Slika 1.2 Elektronsko-mikroskopska slika multivezikularne zgradbe bupivakaina v liposomih (Povzeto 
po učbeniku Regional Anesthesia and Acute Pain Management, prof. Hadzic, 2007).  
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE  
2.1 Namen dela  
Naraščajoča pojavnost, pogostost ter povečano tveganje za PN in okužbo v povezavi s SB 
zahtevajo dodatne raziskave za proučitev nevrotoksičnosti in miotoksičnosti BL na diabetičnih 
živcih (Williams in Murinson, 2008). Ostaja vprašanje, ali so LA bolj toksični za diabetične kot 
za zdrave živce (Yu in sod., 2017) ali za prenevropatske bolnike s PN, kot je bilo predlagano v 
poročilu o senzorimotorni okvari pri bolnikih s predhodno nediagnosticirano polinevropatijo 
(Blumenthal in sod., 2006). Prav tako ni znano, ali so priporočeni odmerki LA primerni za 
bolnike s SB (Williams in Murinson, 2008). Če se ugotovi, da je BL bolj toksičen pri sladkornih 
bolnikih v primerjavi z zdravo populacijo, bi bile potrebne nadaljnje raziskave, ki bi ugotovile, 
ali se s sočasno uporabo perinevralnih adjuvansov in/ali zmanjšanjem odmerka BL toksičnost 
BL zmanjša. Toksičnost BL je bila proučevana na različnih živalskih modelih zdravega živca, 
na diabetično spremenjenem živcu pa še ne. Zato je namen naše raziskave : 
- ugotoviti razliko v trajanju senzoričnega bloka med mišmi s PN zaradi SB tipa 1 in mišmi 
brez PN in SB (kontrolna skupina) po vnosu 1,31 % BL in 0,25 % BH. 
- ugotoviti nevrotoksični in lokalni vnetni odgovor po vnosu 1,31 % BL in 0,25 % BH ob 
ishiadični živec pri miših s SB tipa 1 in razvito PN v primerjavi z mišmi brez PN in SB. 
2.2 Hipoteze 
V okviru doktorske disertacije smo preverjali naslednje hipoteze: 
1. Trajanje senzoričnega bloka po vnosu 1,31 % BL in 0,25 % BH ob ishiadični živec bo 
drugačno pri miših s PN zaradi SB kot pri miših brez PN in SB. 
2. Pri miših s PN zaradi SB bo trajanje senzoričnega živčnega bloka po vnosu 1,31 % BL daljše 
v primerjavi z vnosom 0,25 % BH. 
3. Vnos 1,31 % BL ob ishiadični živec bo pri miših s PN zaradi SB povzročil večjo stopnjo 
nevrotoksičnosti in vnetnega odgovora kot pri miših brez PN in SB. 
4. Pri miših s PN zaradi SB in miših brez PN in SB bo vnos 1,31 %  BL ob ishiadični živec 
povzročil večjo stopnjo nevrotoksičnosti in vnetnega odgovora kot vnos 0,25 % BH. 
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3 METODE DELA 
Naša raziskava je bila prospektivna, randomizirana ter dvojno slepa. Zaradi uporabe klinčnih 
raziskovalnih pristopov, ki so zahtevali ekscizijo živca za histomorfološko in 
imunohistokemično analizo, smo uporabili živalski model miši (Mus musculus) s SB tipa 1. 
Poskus je bil izveden  v strogem skladu s priporočili Pravilnika o pogojih za izvajanje poskusov 
na živalih (Ur.I. RS, št. 37/13). Vsi protokoli raziskave so bili pregledani in potrjeni s strani 
Etičnega odbora za laboratorijske živali Republike Slovenije (Številka dovoljenja: U34401-21 
/ 2013/6). Potekala je na Katedri za genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo Oddelka 
za zootehniko Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani, Groblje 3, v Domžalah, in Inštitutu 
za anatomijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani, Vrazov trg 2, v Ljubljani, v 
sodelovanju s Kliničnim oddelkom za anestezijo in intenzivno terapijo operativnih strok 
Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana, Zaloška 7, v Ljubljani. 
3.1 Poskusne živali 
V poskus smo vključili 100 mišjih samic, starih 6 tednov, linije C57BL6, s povprečno telesno 
težo 25-30 g. Izbrana linija mišjih samic razvije SB hitreje in z večjo intenziteto kot samci. Pri 
tovrstnem živalskem modelu se izrazi večina nevropatičnih značilnosti, značilnih za oba glavna 
tipa SB pri človeku (Gao in sod., 2014).  
Živali smo vzdrževali v posamičnih, ventiliranih kletkah, pri temperaturi 23 ± 1 °C, vlažnosti 
40-60 % in 12-urnem ciklu svetlobe in teme. Po dveh tednih aklimatizacije s prostim dostopom 
do vode in standardne prehrane (Mucedola, Milano, Italija) smo vse miši stehtali z natančnostjo 
do 1g, nato pa jih naključno porazdelili v dve skupini: v skupino miši s SB in skupino brez SB. 
Štiri ure pred injiciranjem streptozotocina (STZ) v skladu s protokoli za povzročitev SB s STZ 
(Wu in Huan, 2008; Pan in sod., 2018), živali niso imele dostopa do hrane, imele pa so prosti 
dostop do vode. Neposredno pred aplikacijo smo STZ raztopili v natrijevem citratnem pufru 
(pH 4,5) do končne koncentracije 10 mg/ml. 62 živalim (telesna teža 24,4 ± 1,6 g) smo 
intraperitonealno injicirali 200 mg/kg raztopljenega STZ; 38 živalim (kontrolna skupina) pa isti 
volumen citratnega pufra (pH 4,5). SZT je alkalna snov, ki uniči beta celice trebušne slinavke 
in povzroči SB pri miših. Velja za najbolj primeren in ponovljiv model SB pri živalih (Gvazava 
in sod., 2018).  
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Po aplikaciji SZT smo živali ponovno vrnili v njihove kletke s prostim dostopom do hrane in 
vode z 10 % sukrozo. Po protokolu (Wu in Huan, 2008) 10 % sukroza prepreči smrtno 
hipoglikemijo, ki lahko nastane ob masivni nekrozi beta celic in sproščanju velike količine 
inzulina. Tretji dan po intraperitonealni aplikaciji smo vodo s sukrozo zamenjali z navadno 
vodo. Miši smo dnevno opazovali in spremljali znake bolečine ali stiske, spremembe v dihanju, 
apetitu, aktivnosti (npr. letargija ali hiperaktivnost). Dnevno smo merili porabljeno hrano in 
vodo ter ju ustrezno nadomeščali. Ob dehidraciji, izgubi telesne mase, ki je presegala 10 % 
začetne vrednosti, ter koncentracije glukoze >30 mmolꞏL-1 (ravni glukoze smo merili na tešče 
z Bayer Contour glukometrom (Ascensia Diabetes Care Holdings AG, Basel, Švica)), smo miši 
subkutano hidrirali z 1 ml fiziološke raztopine ter tretirali z insulinom (od 0,1 do 1,2 Uꞏkg-1 
dnevno, odvisno od koncentracije glukoze). Miši, ki so imele raven glukoze v krvi na tešče > 
25 mmolꞏL-1, smo vključili v raziskavo kot diabetične, v primeru, ko je bila raven glukoze < 8 
mmolꞏL-1, smo miši upoštevali kot nediabetične in izključili iz raziskave (Pan in sod., 2018).  
3.2 Testiranje periferne nevropatije 
Ker je v skladu s predlaganimi protokoli (AMDCC Neuropathy Phenotyping Protocols) prag 
percepcije segrevanja in hlajenja občutljiv kazalec zgodnje polinevropatije (Dyck in sod., 1993; 
Dyck in sod., 1996; Trojaborg, 1996), smo za njeno potrditev testirali čas trajanja toplotne 
latence. V ta namen smo uporabili plantarni test (IITC Plantar Analgesia Meter, Woodland 
Hills, CA, USA) z intenziteto infrardeče toplote 50 % ter 'tail flick' test z intenziteto 40 %. Da 
bi preprečili termalno poškodbo tkiv in sekundarno hiperalgezijo, smo določili čas umika 
toplotnega dražljaja (ang. 'cut-off') za plantarni test 15 sekund in za 'tail flick' 4 sekunde (Allen 
in Yaksh, 2004). Plantarni test smo izvedli dvakrat, enkrat pred aplikacijo STZ in dva dni pred 
blokom ishiadičnega živca, ko smo izvedli še 'tail flick' test. Toplotni dražljaj smo ponavljali 
trikrat v razmakih 5 minut (An et al., 2015). Povprečno vrednost smo izračunali tako da smo 
upoštevali vrednosti, ki so bile znotraj enega standardnega odklona (SO) od povprečja vseh 
meritev.  
Plantarni test temelji na tako imenovani Hargreavesovi metodi za kvantitativno določanje 
toplotne latence na zadnjih tačkah glodalcev ob uporabi toplotnega oziroma infrardečega 
dražljaja (Hargreaves in sod., 1988). Komercialna naprava, uporabljena v našem poskusu, 
ponuja dodatne možnosti za boljši nadzor in ponovljivost kot npr. predogrevanje stekla, ki 
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odpravlja zakasnitev odziva živali, ki se pojavi v primeru, če položimo tačko na hladno steklo. 
Odčitavanje temperature in nastavitev od 30 do 40 °C se nadzoruje na ogrevanem podstavku. 
Poleg tega pred testiranjem obstaja tako imenovana 'vodilna' svetloba, ki pomaga pri usmerjanju 
žarka na natančno mesto na tački, kar omogoči boljši nadzor nad začetkom testiranja in 
kondicioniranjem živali (Slika 3.1). 
 
Slika 3.1 Ugotavljanje sprememb v senzoriki s plantarnim testom (IITC Plantar Analgesia Meter, 
Woodland Hills, CA, USA). 
'Tail flick' test vključuje uporabo toplotnega dražljaja na repu in zabeleži čas, ki je potreben, da 
se rep umakne oziroma trzne. Naprava ima tudi možnost merjenja temperature repa ves čas in 
sprožilna temperatura na samem začetku vsakega testiranja je avtomatska. Ta funkcija omogoča 
samodejno predogrevanje repa. Ko je prednastavljena temperatura dosežena, se štoparica 
samodejno zažene in ko se rep umakne, se svetloba in štoparica zaustavita. Na ta način se 
prikažeta začetna in končna temperatura ter čas testiranja, s čemer se zagotovi boljša 
ponovljivost in nadzor poskusa (Hole in Tjølsen, 1993). Kljub določenim slabostim (Deuis in 
sod., 2017) sta obe metodi še vedno pomembna testa za testiranje nocicepcije. 
3.3 Poskusne skupine 
V raziskavo smo vključili 36 mišjih samic (18 s SB tip 1 in potrjeno razvito PN ter 18 kontrolnih 
brez SB in brez razvite PN). Obe skupini smo nato razdelili v 3 podskupine, ki smo jim ob 
ishiadični živec injicirali 35 mgꞏkg-1 1.31 % BL (EXPAREL®, Pacira Pharmaceuticals Inc., 
Parsippany, NJ, USA), 7 mgꞏkg-1 0.25 % BH (Marcain Spinal®, AstraZeneca UK Ltd, UK) (po 
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navedbah Institutional animal care and use committee, University of California, San Francisco) 
ter 0.9 % NaCl (NaCl Braun 9 mgꞏmL-1 injection solution, B Braun Melsungen AG, Germany) 
(pozitivna kontrola) (Richard in sod., 2012; McAlvin in sod., 2014) (Slika 3.2). 
 
Slika 3.2 Prikaz razdelitve miši v eksperimentalne skupine. PN – periferna nevropatija; SB – sladkorna 
bolezen. 
3.4 Izvajanje ishiadičnega živčnega bloka 
Miške smo anestezirali preko obrazne maske s izofluranom v mešanici kisika in dušikovega 
oksidula. Telesno temperaturo miši smo poskušali ohranjati 37 °C z uporabo grelne plošče. 
Blok ishiadičnega živca smo izvedli perkutano z injiciranjem LA ali NaCl z uporabo igle 29-
GA (Omnican®A, B. Braun Melsungen AG, Nemčija). Med izvajanjem bloka je miš ležala v 
bočnem položaju tako, da je noga, na kateri se je izvajal blok, tvorila pravi kot z vzdolžno osjo 
trupa. Iglo smo uvedli posteromedialno v smeri velikega trohantra stegnenice, usmerjeno 
anteromedialno.Ob dotiku igle s kostjo smo injicirali LA ali 0,9 % NaCl (McAlvin in sod., 
2014). Za doseganje zadostnega odmerka BL in BH smo uporabili 85 μL LA ali 0,9 % NaCl. 
Za uspešno izvajanje bloka smo predhodno naredili več vaj z injiciranjem metilneskega modrila 
na miših, določenih za ta namen (Slika 3.3). 
Slika 3.3 Prikaz širenja injecirane učinkovine (metilensko modrilo) ob ishiadičnem živcu. 
1,31 % bupivakain v 
liposomih
6 s PN zaradi SB
6 brez PN in SB
0,25 % bupivakainijev 
klorid
6 s PN zaradi SB
6 brez PN in SB
0,9 % natrijev klorid
6 s PN zaradi SB
6 brez PN in SB
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3.5 Določitev trajanja živčnega bloka 
 Zasnova poskusa  
Omejeno število preiskovalnih enot je prva ovira, s katero se sooča izvajalec pri izvajanju 
poskusov. Da bi jo premagali, raziskovalci uporabljajo različne zasnove pri načrtovanju 
poskusov. Med najpogosteje omenjenimi so slučajni bloki, latinski kvadrat, grškolatinski 
kvadrat in nepopolni bloki (Cox in Reid, 2000). Cilj omenjenih zasnov je omogočiti  
raziskovalcem, da ob najmanjšem številu preiskovalnih enot dosežejo potrebno število 
podatkov za statistično obdelavo.  
Poskus smo začeli, da bi ovrednotili vpliv LA na trajanje perifernega bloka (izid) in ugotovili 
razlike v času trajanja perifernega bloka med različnimi učinkovinami. V tem namenu smo 
uporabili poskusno zasnovo nepopolnih blokov, ki se od zasnove popolnih blokov razlikuje po 
številu obravnav, razporejenih med bloki. Razlika v številu obravnav omogoča zasnovi 
nepopolnih blokov uporabe manj poskusnega materiala in zato nižje stroške eksperimenta, dela 
in časa. Obravnave med bloki pri zasnovi nepopolnih blokov so razporejene po naključju. 
Da bi poenostavili razumevanje, smo v nadaljnem besedilu združitev različne učinkovine1 in 
prisotnost/odsotnost PN zaradi SB poimenovali obravnavo, miš v obravnavi pa smo 
poimenovali preiskovalno enoto. Vse preiskovalne enote v obravnavi imajo enake lastnosti.. 
Vsak blok (b) vsebuje določeno število (k) preiskovalnih enot z značilnostmi obravnav (t). 
Vsaka preiskovalna enota se prikaže v določenem številu blokov (r) in se ponavlja z vsako 
drugo preiskovalno enoto enakokrat (λ). V tem primeru  govorimo o uravnoteženi zasnovi 
neopopolnih blokov. Uravnotežena zasnova nepopolnih blokov mora izpolnjevati dva pogoja: 
𝑡 𝑟 𝑏 𝑘, 
𝑡 1 𝜆 𝑟 𝑘 1 , kjer je 
t= število obravnav  
b= število blokov (čas, ob katerem se izvaja meritev toplotne latence),  
k= število preiskovalnih enot na blok (k < t), 
 
 
1 Različne učinkovine so lahko 0,25 % BH, 1,3 % BL ter 0,9 % NaCl. 
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r= frekvenca obravnav -  številka, ki nam kaže, kolikokrat se pojavlja vsaka obravnava (r < b),  
λ = število blokov, v katerem se obravnava i in obravnava j pojavljata skupaj. 
Da bi se izognili prepogostemu izpostavljanju mišjih tačk toplotnemu dražljaju oziroma 
povzročitvi primarne hiperalgezije, je naša raziskava uporabila opisano zasnovo.  
V poskus je bilo vključenih 36 miši. Preiskovalne enote smo v bloke razvrstili naključno, tako 
da je bilo število blokov (b - čas, ob katerem se izvaja meritev toplotne latence na vsako 1,5 
min) 180, število meritev na vsako časovno točko oz. blok (k) 4, število ponavljanj vsake 
obravnave po blokih (r) 120 ter število blokov v katerih se dve obravnavi pojavljata skupaj (λ) 
72 (Tabela 3.1. in Tabela 3.2.). 
Tabela 3.1 Razporeditev preiskovalnih enot (X) po blokih oziroma časovnih obdobjih. V vsakem 
časovnem obdobju so testirani štiri miši, tretirane z eno izmed učinkovin: 1,3 % bupivakain v liposomih 
(1,3 % BL), 0,25 % bupivakainijev hidroklorid (0,25 % BH) ter natrijev klorid (0,9 % NaCl), pri katerih 
je razvita sladkorna bolezen s periferno nevropatijo (SB) in miši brez SB in periferne nevropatije 
(CTRL). 
    Obravnava 
  CTRL SB  
Čas (min) Blok 1,3 % BL 0,25 % BH 0,9 % NaCl 1,3 % BL 0,25 % BH 0,9 % NaCl 
1.5 1 X X  X X  
3 2  X X X  X 
4.5 3  X X X  X 
6 4 X X  X X  

















270 180 179 180 180 180 179 180 
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Tabela 3.2 Razporeditev preiskovalnih enot in njihovih ponovitev po obravnavah in blokih. Obravnava 
pomeni skupek učinkovin (1,3 % bupivakain v liposomih (BL), 0,25 % bupivakainijev hidroklorid (BH), 
natrijev hidroklorid (0,9 % NaCl)) in prisotnost (SB) oziroma odsotnost periferne nevropatije zaradi 
sladkorne bolezni (CTRL). Blok pomeni čas, ob katerem se izvaja meritev toplotne latence (I - XX). 
  
      
Frekvenca obravnav (r) vseh 
preiskovalnih enot  




1,3 % BL x CTRL 
1 12 21 …. 172 
 A.2 4 14 23 …. 174 
 A.3 6 15 24 …. 175 
 A.4 8 16 25 …. 175 
 A.5 9 18 26 …. 178 




0,25 % BH x CTRL 
1 8 21 …. 172 
 B.2 2 9 23 …. 173 
 B.3 3 11 24 …. 176 
 B.4 4 14 25 …. 177 
 B.5 5 18 27 …. 179 




1,3 % BL x SB 
1 8 16 …. 173 
 C.2 2 9 17 …. 174 
 C.3 3 10 19 …. 175 
 C.4 4 12 20 …. 176 
 C.5 5 13 22 …. 179 




0,25 % BH x SB 
1 14 23 …. 172 
 D.2 4 17 24 …. 173 
 D.3 6 18 26 …. 175 
 D.4 8 19 27 …. 177 
 D.5 10 20 29 …. 178 




0,9 % NaCl x CTRL 
2 11 17 …. 172 
 E.2 3 12 18 …. 174 
 E.3 5 13 20 …. 176 
 E.4 6 14 21 …. 177 
 E.5 7 15 22 …. 178 




0,9 % NaCl x SB 
2 10 17 …. 173 
 F.2 3 11 20 …. 174 
 F.3 5 12 21 …. 175 
 F.4 6 13 22 …. 177 
 F.5 7 15 23 …. 178 
 F.6 9 16 25 …. 180 
N 6 36 6 720*  120** 
Pripombe: (*) Vse meritve; (**) Število ponovitev vsake obravnave   
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 Eksperimentalni del raziskave 
Učinkovitost in trajanje senzoričnega bloka smo ugotavljali s pomočjo naprave imenovane 
'Plantar Test Analgesia Meter'. Plantarno površino tačke anestezirane noge smo zaporedoma 
izpostavljali toplotnemu dražljalju (intenziteta 50 %) in merili čas do umika tačke oziroma 
toplotno latenco (An in sod., 2015). Ker je bilo dokazano, da je trajanje živčnega bloka pri 
uporabi BL pri glodavcih 240 minut (McAlvin in sod., 2014), smo meritve beležili vsake 1,5 
minute, skupno 270 minut od vnosa učinkovin. Če žival ni umaknila tačke s svetlobnega snopa 
v 15 sekundah, smo toplotni dražljaj odmaknili, da bi se izognili poškodbi in razvoju primarne 
hiperalgezije, ter test zabeležili kot pozitiven (učinek LA še vedno prisoten). 
3.6 Histopatološka ocena ishiadičnega živca 
Sedem dni po izvajanju živčnega bloka smo s cervikalno dislokacijo živali evtanazirali. V tem 
času smo zagotovili dovolj časa, da se pokažejo degenerativne spremembe mielinske ovojnice 
aksonov (Mueller in sod., 2001). Po predhodni disekciji in prikazu mesta vnosa učinkovine smo 
odvzeli 8 mm dolg odsek ishiadičnega živca za histomorfološke in imunohistokemične 
preiskave (visokoločljivostna svetlobna mikroskopija in imunohistokemična analiza) (Slika 
3.4). 
Polovico odvzetega vzorca živca smo zamrznili v tekočem dušiku in shranili pri – 82 °C za 
imunohistokemično analizo. Preostalo polovico ishiadičnega živca smo za morfometrično 
analizo z visokoločljivostno svetlobno mikroskopijo shranili v fiksativ Karnovsky (2,5 % 
glutaraldehid, 4,0 % paraformaldehid v 0,1 M natrijevem kakodilatnem pufru, pH 7,4), nato 
smo ga dodatno fiksirali v 1:1 raztopini 2 % vodnega osmijevega tetroksida in 3 % kalijevega 
ferocianida, dehidrirali v etanolni raztopini in propilen oksidu ter infiltrirali z mešanico EPON. 
Za visokoločljivostno svetlobno mikroskopijo smo 0,5 μm prečne rezine obarvali s toluidinskim 
modrilom in zajeli z digitalnim fotoaparatom (DXM1200F ™, Nikon, Tokio, Japonska), 
povezanim z mikroskopom (Eclipse E800 ™, Nikon, Tokio, Japonska).  
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Slika 3.4 Levo - evtanazija in odvzem tkiv, desno - ishiadični živec (prečni prerez) miši brez SB 
(netretiran).  
Histomorfometrično analizo smo izvedli z uporabo programa Ellipse (Ellipse ViDiTo, vers. 
2.0.7.1, Košice, Slovaška) (Damjanovska in sod., 2015). Celoten živec smo zajeli pri majhni 
povečavi in nato analizirali pri veliki povečavi. Z Ellipse programom smo ocenjevali numerični 
in arealni delež vlaken, premer vlaken in aksonov, debelino mielina ter G-razmerje (razmerje 
med samim premerom aksona in skupnim premerom živčnega vlakna, kar je mera 
mielinizacije) (Slika 3.5). Opazovali smo pristotnost fibroze, hematoma, znakov vnetja, vnetnih 
celic (število vnetnih celic na prečni presek živca) ter izgube mieliniziranih vlaken. 
 
Slika 3.5 - Histomorfometrična analiza (Ellipse, ViDiTo, vers 2.0.7.1, Košice, Slovaška). 
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Za oceno vnetnega odziva smo uporabili histopatološko vrednotenje s preiskavo infiltracije 
vnetnih celic v histoloških vzorcih. Zamrznjene vzorce ishiadičnega živca smo narezali na 7-
10 µm prečne rezine. Označili smo jih z levkocitnim receptorjem tipa tirozin-protein fosfataze 
C (CD45), z anti-CD45 protitelesom (MCA1388, Bio-Rad Laboratories, San Francisco, CA, 
ZDA), konjugiranim s sekundarnim protitelesom P0260 (Dako, Glostrup, Danska). Za 
preverjanje pravilnosti tehnike priprave in barvanja tkiva smo v vsako serijo preparatov 
vključili pozitivne in negativne kontrole. Mišji timus smo uporabili kot pozitivno kontrolo za 
prisotnost levkocitov. Za negativne kontrole smo uporabili rezine, na katerih je bilo primarno 
protitelo nadomeščeno s fosfatno-pufrano fiziološko raztopino. 
3.7 Statistična obdelava podatkov 
Statistično obdelavo podatkov smo opravili s programoma IBM SPSS Statistics za Windows, 
različica 25 (IBM Corp., Armonk, N.Y., ZDA) in GraphPad Prism (GraphPad Software, version 
8.0.0., San Diego, USA). Razlike smo ocenili kot statistično značilne pri p<0,05. Za prikaz 
izmerjenih vrednosti smo uporabili srednjo vrednost in standardni odklon. Normalno 
porazdelitev podatkov smo preverili s Shapiro-Wilkovim testom. 
Izračun velikosti vzorca je temeljil na predhodnih raziskavah (na hipotezi primarnih raziskav, 
da se nediabetični in STZ-povzročeni diabetični živci s PN razlikujejo v gostoti vlaken, kot 
pokazatelj lokalne anestetične nevrotoksičnosti (Whitlock in sod., 2010). Z uporabo razlike v 
povprečni gostoti vlaken (14.000 vlaken na mm2), standardnega odklona (1600 vlaken na 
mm2), alfa napake (0,01) in želene moči preizkusa (0,90) je bila velikost vzorca ocenjena na 6 
živali v vsaki skupini (s PN zaradi SB / brez PN in SB), pri katerih so bile uporabljenetri različne 
učinkovine (BL / BH / 0,9 % NaCl).  
Obdelavo podatkov plantarnega testa smo naredili z dvosmerno analizo kovarianc za 
ponovljene meritve (ANCOVA), čemur je sledil Tukeyev test za primerjavo parov. Odvisna 
spremenljivka je bila čas trajanja toplotne latence, neodvisni spremenlivki sta bili čas poskusa 
in prisotnost/odsotnost PN zaradi SB. T-test za neodvisne vzorce smo uporabili pri primerjavi 
podatkov 'tail flick' testa, telesne teže ter koncrntracije glukoze v krvi. 
Trajanje ishijadičnega živčnega bloka smo izračunali po metodi, ki so jo uporabili Grant in sod. 
(1992), tako da smo za vsako miš v vseh časovnih intervalih določili odstotek največjega 
možnega učinka (% NMU) LA po enačbi: 
Liljana Markova, Nevrotoksičnost in vnetni odgovor pri diabetičnih miših po vnosu  bupivakaina v liposomih 




𝑝𝑜𝑠𝑡𝑖𝑛𝑗𝑒𝑘𝑐𝑖𝑗𝑠𝑘𝑎 𝑙𝑎𝑡𝑒𝑛𝑐𝑎  𝑝𝑟𝑒𝑖𝑛𝑗𝑒𝑘𝑐𝑖𝑗𝑠𝑘𝑎 𝑙𝑎𝑡𝑒𝑛𝑐𝑎
 č𝑎𝑠 𝑢𝑚𝑖𝑘𝑎 𝑡𝑜𝑝𝑙𝑜𝑡𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑑𝑟𝑎ž𝑙𝑗𝑎𝑗𝑎 15𝑠   𝑝𝑜𝑠𝑡𝑖𝑛𝑗𝑒𝑘𝑐𝑖𝑗𝑠𝑘𝑎 𝑙𝑎𝑡𝑒𝑛𝑐𝑎
 100 
Odstotek NMU, zabeležen glede na čas, smo uporabili za določitev površin pod krivuljo (Area 
under the curve - AUC). Preračun AUC smo izpeljali po linearni trapezni metodi (Shumaker, 
1986; Ramabadran in sod., 1989). Razlike v trajanju ishiadičnega živčnega bloka za BL in BH 
pri miših s PN zaradi SB in miših brez PN in SB smo primerjali z uporabo njihovih ustreznih 
AUC vrednosti (Grant in sod., 1992; de Araujo in sod., 2004). Za statistično primerjavo smo 
uporabili metodo dvosmerne analize varianc (ANOVA) in nato Bonferronijev popravek za 
večkratne parne primerjave. 
Velikost učinka za posamezno neodvisno spremenljivko (učinkovina in prisotnost/odsotnost 
PN zaradi SB) in tudi za interakcijo med njima smo ugotovili s parcialnim eta kvadratom 
(parcialni η2). Ta pomeni odstotek variance, ki ga lahko pripišemo učinku in je primeren za 
izračune pri ANOVI. Po Cohenu (Cohen, 1992) se parcialni η2 interpretira: 
 od 0,000 do 0,059 kot majhna velikost učinka, 
 od 0,060 do 0,139 kot srednja velikost učinka, in  
 od 0,140 do 1,00 kot velika velikost učinka. 
Razlike med histomorfometričnimi parametri tretiranih skupin smo v primeru normalne 
porazdelitve in enakih varianc testirali z dvosmerno ANOVO, čemur je sledil Bonferronijev 
popravek za večkratne parne primerjave. Za primerjavo histomorfometričnih parametrov 
tretiranega in netretiranega ishiadičnega živca smo uporabili Studentov T-test za odvisne 
vzorce.  
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4.1 Povzročitev sladkorne bolezni, značilnosti živali in nastanek periferne nevropatije 
Pred aplikacijo STZ je bila povprečna koncentracija glukoze pri vseh miših normalna; 7,27 ± 
0,8 mmolꞏL-1 (povprečje ± SO). Drugi dan po uvedbi STZ se je povprečna koncentracija 
glukoze povečala nad 25 mmolꞏL-1 pri vseh miših razen ene, ki je bila posledično izključena iz 
študije. Povprečna koncentracija glukoze pri vseh vključenih miših je bila 29,17 ± 4,76 mmolꞏL-
1,, kar je potrdilo nastanek SB (Slika 4.1). 
 
Slika 4.1 Povprečna koncentracija glukoze v krvi pred in po uvedbi streptozotocina (STZ). 
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Vrednosti padca povprečne koncentracije glukoze v krvi in umrljivosti po dnevih se ujemata. 
Prvi večji padec povprečne koncentracije glukoze v krvi je bil četrti dan, drugi pa enaindvajseti 
dan po uvedbi STZ, enako velja tudi za umrljivost (Slika 4.1 in Slika 4.2).  
 
Slika 4.2 Stopnja umrljivosti po dnevih po uvedbi streptozotocina (STZ) pri miših s periferno 
nevropatijo (PN) zaradi sladkorne bolezni (SB) in miših brez periferne nevropatije (PN) in sladkorne 
bolezni (SB). 
Pred vnosom STZ ni bilo razlik (t=1,25; p=0,21) v povprečni telesni teži med mišmi s PN zaradi 
SB (23,63 ± 1,55) in mišmi brez PN in SB (24,37 ± 1,95). V skladu z literaturo je bil pri miših, 
tretiranih s STZ, prisoten upad povprečne telesne teže (21,12  ± 2,17) v primerjavi s mišmi, ki 
niso bile tretirane s STZ (28,33 ± 2,61). Razlika v povprečni telesni teži je bila en dan pred 
izvedbo poskusa statistično značilna (t=9,01; p<0,0001). Prvi padec povprečne telesne teže je 
bil opazen približno četrti dan po vnosu STZ, drugi večji padec povprečne telesne teže pa po 
približno dvajsetem dnevu. Povprečna teža diabetičnih miši se je stabilizirala trideset dni po 
uvedbi STZ. Pri miših brez PN in SB je bil prisoten trend rasti povprečne telesne teže. Pred 
izvedbo perifernih ishiadičnih blokov je bila razlika v povprečni telesni teži med mišmi s PN 
zaradi SB in mišmi brez PN in SB statistično značilna (p<0,001) (Slika 4.3). 
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Slika 4.3 Povprečna telesna teža pri miših s periferno nevropatijo (PN) zaradi sladkorne bolezni (SB) 
in miših brez periferne nevropatije (PN) in sladkorne bolezni (SB) po uvedbi streptozotocina. 
Največji povprečni porast porabe hrane pri miših s PN zaradi SB je bil trideseti dan po uvedbi 
STZ, ob stabilizaciji povprečne telesne teže (Slika 4.4). 
 
Slika 4.4 Povprečna poraba hrane pri miših s periferno nevropatijo (PN) zaradi sladkorne bolezni (SB) 
in miših brez periferne nevropatije (PN) in sladkorne bolezni (SB) na dan, preračunana na kletko. 
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Največja povprečna poraba vode miši na dan je bila 30. dan po uvedbi STZ (Slika 4.5). 
 
Slika 4.5 Povprečna poraba vode pri miših s periferno nevropatijo (PN) zaradi sladkorne bolezni (SB) 
in miših brez periferne nevropatije (PN) in sladkorne bolezni (SB) na dan, preračunana na kletko. 
Testiranje periferne nevropatije 
Za analizo podatkov o razvitosti periferne nevropatije smo uporabili dvosmerno analizo 
kovarianc za ponovljene meritve (ANCOVA), čemur je sledil Tukeyev test za primerjavo 
parov. Časa trajanja toplotne latence plantarnega testa po uvedbi STZ se je statistično značilno 
podaljšal za 5,85 s (95 % IZ: 4,79 - 6,92; p < 0,001) od izhodišča. Pri skupini miši brez PN in 
SB statistično značilne razlike v času trajanja toplotne latence pred in po uvedbi STZ nismo 
ugotovili (0,02 s; 95 % IZ: -1,04, 1,09; p > 0,05). 'Tail flick' test, ki je bil izveden tri tedne po 
uvedbi STZ in pred blokado ishiadičnega živca, je pokazal statistično značilo razliko v času 
trajanja toplotne latence med mišmi s PN zaradi SB in mišmi brez PN in SB (0,26 s; 95 % IZ: 
0,11, 0,40; p < 0,01). (Slika 4.6).  
4.2 Uvedba lokalnih anestetikov 
 Ocena trajanja senzoričnega živčnega bloka 
Trajanje ishiadičnega senzoričnega bloka smo izračunali po enačbi, predstavljeni v odseku 
Metode dela, s katero smo določili %, NMU LA za vsako miš v določenem času meritve. Na 
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Sliki 4.7 je v vsakem časovnem inetrvalu (13,5 min) prikazano povprečje %, NMU LA vseh 
miši v skupini. Miši, ki so imele preinjekcijsko toplotno latenco enako času umika tačke 
toplotnega dražljaja (cut off = 15 s), smo izvzeli iz izračuna povprečne vrednosti % NMU LA 
po skupinah. Krivulja, predstavljena za BL pri miših s PN zaradi SB, je bila izračunana iz petih 
od šestih miši, za BH pa iz treh od šestih. V skupininah brez PN in SB obeh LA ni bilo 
izključenih miši.  
 
 
Slika 4.6 Plantarni test pred in po uvedbi streptozotocina (STZ) in 'tail flick' test dva dni pred izvajanjem 
ishiadičnega živčnega bloka pri miših s periferno nevropatijo (PN) zaradi sladkorne bolezni (SB) (n=18) 
in miših brez periferne nevropatije (PN) in sladkorne bolezni (SB) (n=18) ***p<0.001. 
Kot je predstavljeno na Sliki 4.7, je bilo trajanje senzoričnega živčnega bloka po vnosu BL tako 
pri miših s PN zaradi SB kot pri miših brez PN in SB daljše v primerjavi z BH. Periferni 
ishiadični blok, izveden z BL, je pri miših s PN zaradi SB in miših brez PN in SB trajal do 
zadnje meritve. Zaradi tega smo za določitev AUC kot konec trajanja perifernega ishiadičnega 
bloka vzeli zadnjo meritev pri 270. minuti. Pri BH je bil konec trajanja ishiadičnega bloka 
določen v trenutku, ko je postinjekcijska toplotna latenca dosegla vrednost preinjekcijske 
toplotne latence (vrednost plantarnega testa pred injiciranjem LA pri vseh miših).  
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Slika 4.7 Povprečen čas trajanja ishiadičnega živčnega bloka po uvedbi 1,3 % bupivakaina v liposomih 
in 0,25 % bupivakainijevega hidroklorida pri miših brez periferne nevropatije (PN) in sladkorne bolezni 
(SB) in miših s periferno nevropatijo (PN) zaradi sladkorne bolezni (SB), merjen s toplotno latenco 
umaknitve tačke. 
Pri oceni razlike v trajanju ishiadičnega bloka po vnosu BL in BH pri miših brez PN in SB in 
miših s PN zaradi SB, smo kot odvisno spremenljivko vzeli AUC, preračunano iz povprečja % 
NMU LA, neodvisni spremenljivki pa sta bili injicirana učinkovina in prisotnost oziroma 
odsotnost PN zaradi SB. V nadaljevanju so prikazani rezultati dvosmerne ANOVE (Tabela 4.1). 
V tabeli vidimo, da so učinkovina oziroma vrsta LA, prisotnost/odsotnost PN zaradi SB in 
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interakcija med njimi značilno vplivali na čas trajanja ishiadičnega živčnega bloka. Velikost 
učinka (parcialni η2) je bil največji pri vrsti LA. To nam kaže, da ima LA največji vpliv na čas 
trajanja ishiadičnega živčnega bloka (η2 = 0,55). 
Tabela 4.1 Dvosmerna analiza variance: vpliv periferne nevropatije (PN) zaradi sladkorne bolezni (SB) 
in injicirane učinkovine (1,3 % bupivakain v liposomih; 0,25 % bupivakainijev hidroklorid) ter njihova 









F p η2 
η2 
parcialni 
Učinkovina 462668548 1 462668548 71,79 <0,0016 0,72 0,99 
Prisotnost/odsotnost PN zaradi SB 74718737 1 74718737 11,08 <0,0039 0,12 0,92 
Interakcija 
(učinkovina*prisotnost/odsotnost 
PN zaradi SB) 94758982 1 94758982 14,32 <0,0001 
0,15 0,94 
Nepojasnjena varianca 6435365 15 6435365 
 
0,01 
Skupna varianca 638581632 3 
  
 
Pri testiranju prve in druge hipoteze, ki sta ocenjevali trajanje ishiadičnega senzoričnega bloka 
po vnosu BL in BH pri miših s PN zaradi SB in miših brez PN in SB ter razliko v trajanju 
ishiadičnega senzoričnega bloka po vnosu BL in BH pri miših s PN zaradi SB, smo ugotovili, 
da je trajanje ishiadičnega živčnega bloka po injekciji BL pri miših s PN zaradi SB statistično 
značilno daljše kot pri miših brez PN in SB. Po injekciji BH nismo ugotovili statistično značilne 
razlike v trajanju ishiadičnega živčnega bloka med mišmi s PN zaradi SB in mišmi brez PN in 
SB (ΔAUC -522 min; 95 % IZ: -5968, 4924; p > 0,99). V skupini miši brez PN in SB je bila 
razlika v času trajanja ishiadičnega živčnega bloka med BL in BH statistično značilna (ΔAUC 
5637 min; 95 % IZ: 1190, 10084; p < 0,01). Da bi odgovorili na drugo hipotezo, smo primerjali 
trajanje ishiadičnega živčnega bloka pri miših s PN zaradi SB po vnosu BL in BH. Rezultati 
analize so pokazali, da je trajanje ishiadičnega živčnega bloka statistično značilno daljše po 
vnosu BL kot po vnosu BH (ΔAUC 14957 min; 95 % IZ: 9074, 20840; p < 0,0001) (Slika 4.8). 
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Slika 4.8 Površina pod krivuljo (AUC) za ishiadični živčni blok po uvedbi 1,3 % bupivakaina v 
liposomih in 0,25 % bupivakainijevega hidroklorida pri miših brez periferne nevropatije (PN) in 
sladkorne bolezni (SB) in miših s periferno nevropatijo (PN) zaradi sladkorne bolezni (SB); % NMU, 
odstotek največjega možnega učinka lokalnega anestetika. 
 Histopatološka ocena ishiadičnih živcev  
Analizirali smo 72 vzorcev ishiadičnega živca miši s PN zaradi SB (9485 živčnih vlaken živcev, 
tretiranih z LA ali 0,9 % NaCl in 6.474 vlaken netretiranih živcev) in miši brez PN in SB (10888 
tretiranih ter 10123 netretiranih živcev) (Tabela 4.2). 
Liljana Markova, Nevrotoksičnost in vnetni odgovor pri diabetičnih miših po vnosu  bupivakaina v liposomih 
Doktorska disertacija, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, 2020 
 
35 
Tabela 4.2 Histomorfometrične značilnosti ishiadičnega živca po vnosu 0,25 % bupivakainijevega hidroklorida (BH), 1,31 % bupivakaina v liposomih (BL) ter 
natrijevega klorida (0,9 % NaCl) pri miših s periferno nevropatijo zaradi sladkorne bolezni (SB) in miših brez periferne nevropatije in sladkorne bolezni (CTRL) (n = 6 
za vsako študijsko skupino). G-razmerje je razmerje med premerom aksona in skupnim premerom živčnega vlakna, kar je merilo mielinizacije. Prikazani podatki 
predstavljajo povprečja ± standardni odklon (SO). 
 
Treatirani živci Netretirani kontralateralni živci 
0,9 % NaCl BH BL 0,9 % NaCl BH BL 
Gostota vlaken (N/mm2) 
SB 23724 ± 6888 22862 ± 4349 † 30259 ± 8511 26232 ± 4743 31717 ± 8258 23347 ± 2872 
CTRL 22492 ± 4881 21582 ± 6144 †† 21983 ± 3408 25969 ± 2950 29522 ± 3558 25906 ± 5004 
Numerični in arealni delež velikih 
vlaken 
SB 65,20 ± 2,54 62,63 ± 7,00 64,03 ± 2,50 67,93 ± 1,39 64,58 ± 3,00 67,64 ±2,00 
CTRL 66,91 ± 3,61 63,95 ± 6,46 65,71 ± 2,53 65,87 ± 2,39 65,19 ± 2,86 67,72 ± 1,90 
Premer velikih vlaken (µm) 
SB 5,58 ± 0,65 5,58 ± 0,54 † 4,97 ± 0,72 5,37 ± 0,48 4,81 ± 0,68 5,62 ± 0,29 
CTRL 5,82 ± 0,69 5,8 ± 0,75 †† 5,68 ± 0,42 5,27 ± 0,38 4,94 ± 0,21 5,42 ± 0,59 
Premer aksona (µm) 
SB 3,13 ± 0,41 3,53 ± 0,31 #  †† 2,79 ± 0,68 2,97 ± 0,55 2,85 ± 0,31 3,36 ± 0,32 
CTRL 3,26 ± 0,49 3,55 ± 0,50 †† 3,25 ± 0,17 2,98 ± 0,09 2,78 ± 0,16 3,04 ± 0,27 
Debelina mielina (µm) 
SB 1,23 ± 0,18 1,01 ± 0,17* 1,09 ± 0,06 1,14 ±0,12 1,06 ± 0,19 1,14 ± 0,09 
CTRL 1,28 ± 0,19 1,12 ± 0,29* 1,21 ± 0,22 1,15 ± 0,20 1,08 ± 0,07 1,19 ± 0,20 
G-razmerje 
SB 0,56 ± 0,03 0,63 ± 0,04 ** ## 0,56 ±0,06 0,55 ± 0,06 0,60 ± 0,09 0,60 ± 0,04 
CTRL 0,56 ± 0,04 0,62 ± 0,06** ## 0,58 ± 0,05 0,57 ± 0,04 0,56 ± 0,02 0,56 ± 0,03 
Iz dvosmerne ANOVA: * p< 0,05, **p < 0,01 za BH vs. 0,9 % NaCL tretiranih živcev ter #p < 0,05, ##p < 0,01 za BH vs. LB tretiranih živcev. Iz t-testa 
odvisnih vzorcev † p <0,05, † †p <0,01 med tretiranimi in netretiranimi živci kontralateralnih nog. 
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Po vnosu BH so imeli ishiadični živci miši s PN zaradi SB in miši brez PN in SB manjšo gostoto 
vlaken, večji premer aksonov in velikih vlaken v primerjavi z netretiranimi ishiadičnimi živci 
kontralateralnih nog. Zmanjšana debelina mielina ter povečano G-razmerje smo opazili pri 
primerjavi ishiadičnih živcev tretiranih z BH in 0,9 % NaCl v skupini miši s PN zaradi SB in v 
skupini brez PN in SB. V nasprotju s tem po vnosu BL in 0,9 % NaCl ni bilo statistično značilnih 
razlik v morfometričnih parametrih v primerjavi z netretiranimi, kontralateralnimi ishiadičnimi 
živci pri miših brez PN in SB in miših s PN zaradi SB. Torej prisotnost PN zaradi SB ni 
poslabšala morfometričnih sprememb med skupinami (Slika 4.9). 
 
Slika 4.9 Presek desnega ishiadičnega živca sedem dni po uvedbi natrijevega klorida (0,9 % NaCl), 0,25 
% bupivakainijevega hidroklorida (BH) in 1,3 % bupivakaina v liposomih (BL) pri STZ-induciranih 
miših s periferno nevropatijo in sladkorno boleznijo (SB) ter miših brez periferne nevropatije in 
sladkorne bolezni (CTRL) (c, g, k). Netretirani živec leve noge je pomenil kontrolo (b, f, j, d, h, l). 
Barvanje s toluidinskim modrilom. Bar - 50 µm. 
Povečano G-razmerje smo ugotovili pri ishiadičnih živcih tretiranih z BH v primerjavi z BL v 
skupini s PN zaradi SB in skupini brez PN in SB. Enako povečan premer aksona smo opazili 
pri primerjavi BH z BL pri ishiadičnih živcih miši s PN zaradi SB.  
Pri vseh vzorcih ni bilo dokazov o akutnem ali kroničnem vnetju; vnetne celice so bile zelo 
redke, pojavile so se le kot diskretni limfociti v nekaj vzorcih (Slika 4.10). 
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Slika 4.10 Presek desnega ishiadičnega živca sedem dni po vnosu fiziološke raztopine (0,9 % NaCl), 
bupivakainijevega hidroklorida in bupivakaina v liposomih (BL) pri miših z razvito periferno 
nevropatijo zaradi sladkorne bolezni (a, c, e), in miših brez periferne nevropatije in sladkorne bolezni 
(b, d, f) prikazuje posamezne levkocite (barvanje s protitelesom anti-CD45), prisotne v živčnem tkivu 
(označujejo jih puščice). Bar - 50 μm. 
Da bi odgovorili na tretjo in četrto hipotezo, smo z dvosmerno ANOVO primerjali povprečne 
vrednosti odvisnih spremenljivk (gostota vlaken, numerični in arealni delež velikih vlaken, 
debelina mielina, G-razmerje) med skupinami neodvisnih spremenljivk: prisotnost/odsotnost 
PN zaradi SB in učinkovino (BL in BH). Test parnih primerjav ni pokazal razlike v poprečnih 
vrednostih vseh indikatorjev poškodbe živca pri miših s PN zaradi SB in miših brez PN in SB, 
tretiranih z BL, s čimer smo tretjo hipotezo zavrnili. Pri miših s PN zaradi SB, tretiranih z BH 
smo opazili statistično značilno večjo povprečno vrednost G-razmerja v primerjavi z BL, 
medtem ko pri miših brez PN in SB razlike nismo zaznali. S tem smo zavrnili tudi četrto 
hipotezo.  
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5.1 Značilnosti živali po uvajanju streptozotocina 
Povzročitvi SB s STZ sledi vrsta sprememb, tako v fizioloških procesih živali kot v njihovem 
fenotipu. V prvih dneh po uvedbi STZ je prišlo do hipoglikemije kot posledice velikega 
sproščanja inzulina ob destrukciji beta celic slinavke. Hkrati smo opazili tudi prvo večjo stopnjo 
umrljivosti, ki po navedbah Kume in sod. (2004) nastane zaradi strupenega učinka STZ na vse 
organe. Naslednji in hkrati največji padec povprečne koncentracije krvne glukoze smo opazili 
v enaindvajsetem dnevu. V istem času smo zaznali tudi največji pogin miši, ki ga Deeds in sod. 
(2011) pripisujejo sistemskim dolgoročnim učinkom hiperglikemije.  
Miši s hudo SB po uvedbi STZ običajno izgubijo velik odstotek telesne teže. V naši raziskavi 
sta bila zaznana dva največja padca telesne teže četrti in dvajseti dan po vnosu STZ, medtem 
ko se je po štirih tednih telesna teža stabilizirala. V eni od študij (Deeds in sod. 2011) so deseti 
dan po uvedbi STZ poročali o 16 % upadu telesne teže. Rezultati naše raziskave so v skladu z 
njihovimi ugotovitvami, saj je bila deseti dan po uvedbi STZ izguba telesne teže pri miših s SB 
16 %. Večjo izgubo telesne teže (>1 g) smo pri večini živali registrirali štiriindvajset ur pred 
smrtnim izidom. Iz izsledkov naše študije je razvidno, da se padec povprečne koncentracije 
glukoze v krvi, padec telesne teže ter umrljivost po dnevih ujemajo. Ob polidipsiji, polifagiji in 
poliuriji kot tipičnih značilnostih hudo razvite SB, smo največji porast porabe hrane in vode 
opazili trideseti dan po uvedbi STZ.  
5.2 Senzorični del 
Dolgotrajna prisotnost SB poveča prag toplotne latence, ki nastane zaradi izgube vseh vrst 
perifernih živčnih vlaken (Calcutt, 2002). V literaturi je mogoče najti veliko raziskav, ki so 
preučevale spremembe nociceptivnega praga pri poskusnih modelih diabetičnih živali. Enako 
kot pri ljudeh se je izkazalo, da kratkotrajna SB povzroči toplotno in mehansko hiperalgezijo 
(Ohsawa in Kamei, 1999; Cameron in sod., 2001; Calcutt in sod., 2004; Stevens in sod., 2007), 
medtem ko dolgotrajna SB mehansko in toplotno hipolagezijo (Calcutt in sod., 2004; Drel in 
sod., 2006). V tem kontekstu so Ohsawa in sod. (2008) v njihovi raziskavi, narejeni na STZ 
induciranih diabetičnih miših, nazorno ločili razvoj toplotne hiperalgezije od 1 do 4 tedne in 
hipoalgezije od 6 do 9 tednov po povzročitvi SB. Rezultati plantarnega in ‘tail flick’ testa naše 
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raziskave so v skladu z zgoraj omenjenimi ugotovitvami. Sedem dni pred uvedbo LA smo 
beležili statistično značilno podaljšanje toplotne latence tako pri plantarnem kot tudi pri ‘tail 
flick’ testu med mišmi brez PN in SB in mišmi s PN zaradi SB in s tem potrdili prisotnost PN. 
Oba testa omogočata kvalitativno ugotovitev prisotnosti PN, ne pa stopnje njene razvitosti. Leta 
1992 so Grant in sod. v svoji raziskavi na podganah določali trajanje senzoričnega in motornega 
živčnega bloka pri različnih vsebnostih BH. Metoda, s katero so ocenjevali trajanje perifernega 
živčnega bloka, je temeljila na primerjavi toplotne latence pred injekcijo (preinjekcijsko) in po 
injekciji LA (posteinjekcijsko). Ta metoda nam je omogočila izločitev miši z razvito PN in 
hipoalgezijo do stopnje, da je bila preinjekcijska toplotna latenca enaka času umika tačke 
toplotnega dražljaja (cut off =15 s). Iz skupine miši s SB se je PN s tako stopnjo hipoalgezije 
(15s) razvila pri štirih miših, in sicer pri treh v skupini z BH in pri eni v skupini z BL. Razlike 
v času trajanja perifernega živčnega bloka med mišmi brez PN in SB in mišmi s PN zaradi SB 
tretiranimi z različnimi LA smo ocenjevali z uporabo metode merjenja površine pod krivuljo 
(AUC) (de Araujo in sod., 2004). 
Rezultati raziskave na podganah so pokazali, da telesna teža, prilagoditev na poskusno okolje 
in ponavljajoča se testiranja lahko spremenijo izhodiščno vrednost toplotne latence, vendar so 
ti učinki majhni in imajo relativno majhen vpliv na morfinsko antinocicepcijo (Gunn in sod., 
2011). 
V naši raziskavi smo pokazali, da poleg zgoraj omenjenih dejavnikov na čas trajanja 
ishiadičnega bloka vplivajo tudi SB z razvito PN, različni LA in interakcija med njimi. Največji 
vpliv ima prav vrsta LA. Trajanje perifernega živčnega bloka doseženega z BL je bilo daljše od 
trajanja živčnega bloka doseženega z BH, tako pri miših s PN zaradi SB kot pri miših brez PN 
in SB. S to ugotovitvijo smo potrdili drugo hipotezo, ki pravi, da bo trajanje senzoričnega 
živčnega bloka po vnosu 1,31 % BL daljše v primerjavi z vnosom 0,25 % BH pri miših s PN 
zaradi SB. Študije na glodavcih (McAlvin in sod., 2014, Zhao in sod., 2018) so čas trajanja 
perifernega senzoričnega bloka po injiciranju LA v liposomih prikazali na podlagi srednje 
vrednosti mediane, kar nam ne pokaže pravih podatkov o popolnem izzvenevanju pri vseh 
opazovanih živalih. Metodologijo, ki smo jo uporabili za določitev % NMU LA in izračun 
AUC, smo ugotovili čas trajanja ishiadičnega živčnega bloka pri vseh živalih. Tega podatka po 
uporabi BL nismo dobili ne pri miših s PN zaradi SB in ne pri miših brez PN in SB do konca 
meritve. Glede na zastavljene hipoteze naš cilj raziskave ni bil določiti trajanje senzoričnega 
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bloka za vsak LA, ampak le za primerjavo med njima. Statistično značilno razliko v trajanju 
ishiadičnega živčnega bloka smo ugotovili po vnosu BL med mišmi s PN zaradi SB in mišmi 
brez PN in SB. Pri BH statistično značilne razlike nismo ugotovili in s tem zavrnili prvo 
hipotezo, da bo trajanje senzoričnega bloka po vnosu 1,31 % BL in 0,25 % BH pri miših s PN 
zaradi SB in miših brez PN in SB različno. Te rezultate lahko pojasnimo s samim načinom 
določitve trajanja ishiadičnega živčnega bloka, z veliko variabilnostjo zaradi različne stopnje 
razvitosti PN v skupini s SB, ter z izbiro nižje koncentracije BH. 0,25 % BH je najbolj 
primerljiva koncentracija z 1,31 % BL. Vzrok za to je v zelo majhni začetni izpostavljenosti 
živca prostemu bupivakainu (samo 3 % je v ekstrakapsularni obliki) pri vnosu BL, ki je 
primerljiva z najnižjo koncentracijo 0,25 % BH v klinični uporabi. 
Rezultati dvosmerne ANOVE so pokazali, da na čas trajanja ishiadičnega živčnega bloka vpliva 
tudi prisotnost PN. To je tudi v skladu s predkliničnimi raziskavami na podganah, kjer je 
podaljšanje živčnega bloka znašalo od 25 do 50 % pri diabetičnih podganah s senzorično 
nevropatijo v primerjavi z zdravimi podganami. (Kroin in sod., 2010; Lirk in sod. 2015; Lirk 
in sod., 2012; Kroin in sod., 2012). Argumenti o podaljšanjem trajanju perifernega živčnega 
bloka pri diabetični PN obstajajo, vendar pravi vzrok ni povsem jasen. SB je namreč povezana 
s širokim spektrom sindromov PN, ki segajo od asimptomatske distalne senzorične nevropatije 
do hude nevropatije s prizadetostjo pletežev in korenin. Nedavno so poročali o tem, da sta čas 
trajanja bolezni in stopnja glikemične kontrole tista dejavnika, ki lahko vplivata na resnost 
diabetične PN (Bode in sod., 2005). Martin in sod. so v svoji študiji (2014) pokazali, da stroga 
kontrola glikemije preprečuje razvijanje diabetične PN pri SB tipa 1. Charles in sod. (2011) pa 
so ugotovili, da zgodnje odkrivanje in intenzivno zdravljenje SB tipa 2 ni vplivalo na razvoj 
PN.  
Mikrovaskularne poškodbe živčnih vlaken, nepravilnosti v homeostazi kalcija, zmanjšana 
aktivnost kalijevih in natrijevih kanalčkov živčnih vlaken, izguba mieleniziranih in 
nemieliniziranih vlaken, aksonska degeneracija, neuspešna aksonska regeneracija ter 
kolateralno brstenje aksonov so samo ene izmed najbolj značilnih patofizioloških sprememb 
diabetične PN, ki so bile opisane pri podganah (Hong in sod., 2004; Zherebitskaya in sod., 
2011; Jolivalt in sod., 2011). Pri diabetičnih bolnikih s PN pa opisujejo spremembe v pragu 
evociranih motoričnih odgovorov, hitrosti prevodnosti ter občutljivosti živcev na LA med in po 
izvajanju perifernega živčnega bloka. (Salviz in sod., 2017). V skladu s to trditvijo je tudi 
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študija Baeriswyl in sod. (2018), ki je ugotovila podaljšano trajanja živčnega bloka pri bolnikih 
s SB tipa 2 in PN v primerjavi z bolniki brez PN. 
Ugotovitve kliničnih študij izpostavljajo podaljšanost trajanja živčnega bloka pri bolnikih s SB 
v primerjavi z bolniki brez SB (Cuvillon in sod., 2013; Salviz in sod., 2017). V tem kontekstu 
se postavlja vprašanje, ali je lahko sama hiperglikemija vzrok podaljša trajanja senzoričnega 
živčnega bloka. Leta 2010 so Perkins in sod. pokazali bistveno izboljšanje senzoričnega 
prevajanja živcev po nižanju koncentracije glikiranega hemoglobina pri skupini bolnikov s 
senzorično in motorično nevropatijo. Na podlagi tega lahko sklepamo, da bo trajanje 
perifernega bloka pri bolnikih s SB in slabim glikemičnim nadzorom daljše v primerjavi z 
bolniki s SB in dobro nadzorovano glikemijo (Sertoz in sod., 2013). 
Rezultati raziskav narejenih na tem področju poudarjajo, da je glikemični nadzor neposredno 
povezan s tveganjem za razvoj in napredovanje mikrovaskularnih zapletov (retinopatija, 
nefropatija in nevropatija) pri bolnikih s SB tipa 1 in tipa 2 (Stratton in sod., 2000; The Diabetes 
Control and Complications Trial Research Group, 1993). Pri izvajanju perifernih živčnih 
blokov pa za to navajajo prehodno ali trajno poškodbo kot posledico vboda z iglo ali vstavitve 
katetra, nenamernega injiciranja LA v živec, uporabe vazokonstriktorjev, kompresije živca ob 
hematomu ter neposredne toksičnosti LA (Ben-David in Stahl, 1999; Blumenthal in sod., 2006; 
Selander in sod., 1977; Selander in Sjostrand, 1978). Večja uspešnost živčnega bloka pri 
bolnikih s SB in razvito PN, večja občutljivost živcev na LA ter počasnejše izpiranje LA ob 
hkratno prizadeti mikrocirkulaciji podpirajo predpostavko o zmanjšanju odmerkov LA, čeprav 
to še ni bilo obsežno raziskano ali potrjeno v kliničnih raziskavah (Ten Hoope in sod., 2017; 
Lirk in sod., 2011; Baeriswyl in sod., 2018). 
5.3 Histopatološka ocena ishiadičnih živcev 
Nevropatično spremenjeni diabetični živci kažejo kompleksne funkcionalne spremembe (Ten 
Hoope in sod., 2017). Miši s SB v naši raziskavi so pokazale zgodnjo funkcionalno senzorično 
okvaro, potrjeno s 'tail flick' in plantarnim testom, vendar brez dokazov večje izgube 
mieliniziranih vlaken, neorganiziranosti vlaken ali segmentne demielinizacije, kar je v skladu 
z ugotovitvami, ki izhajajo iz raziskav, opravljenih na STZ-induciranih podganah (Kroin in 
sod., 2010; Sharma in sod., 1974). V nasprotju s tem pa so Pan in sod. (2018) opažali rahla, 
tanka, neorganizirana in demielinizirana živčna vlakna ishiadičnih živcev dva tedna po vnosu 
STZ pri 6 tednov starih samcih istega seva. Glede na to, da rast aksona in mielinske ovojnice 
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pri 6 tednih starosti še nista zaključena (6 tednov pri Pan in sod. in 8 tednov v naši raziskavi), 
je verjetno, da je bila starost miši odgovorna za diferencialne učinke STZ in hiperglikemijo na 
ishiadičnih živcih (Murakami in sod., 2013). 
Konsenza o tem ali različne oblike in odmerki LA škodujejo živcem, spremenjenim zaradi 
diabetične PN, ni. Izsledki naše raziskave niso potrdili hipoteze, da bo vnos 1,31 % BL ob 
ishiadični živec pri miših s PN zaradi SB povzročil višjo stopnjo nevrotoksičnosti in vnetni 
odgovor kot pri miših brez PN in SB” Ugotovitve naše morfometrične analize namreč kažejo, 
da po vnosu BL in 0,9 % NaCl ni razlik v morfometričnih parametrih med tretiranimi in 
kontrolnimi ishidaičnimi živci pri miših s PN zaradi SB in miših brez PN in SB. Rezultati več 
različnih raziskav (Viscusi, 2015; Rogobete in sod., 2015; Bhusal in sod., 2016) so potrdili 
varnost uporabe BL ter odsotnost nevrotoksičnih učinkov pri zdravih, nespremenjenih živcih. 
Dodatne predklinične in klinične raziskave z večjim številom raziskovalnih subjektov pa so 
zagotovo potrebne za dokončno zagotovitev varne uporabe liposomalnih formacij LA pri 
diabetično spremenjenih živcih. Varnost uporabe BH in BL pri perifernih živčnih blokih 
zdravih živcev je bila že temeljito raziskana. Uporaba različnih koncentracij BH (0,5 %, 1,0 % 
in 2,0 %) in BL (1,31 %, 4,2 % in 7,0 %) ni pokazala patoloških sprememb živcev pri podganah 
(Rwei in sod., 2018; McAlvin in sod., 2014; Dyhre in sod., 2006). Poleg tega je bilo dokazano, 
da sta tako BH kot BL varna za blokiranje živčnega brahialnega pleteža pri zajcih in psih 
(Richard in sod., 2012) in da BL ne povzroča poškodbe živčnega tkiva po blokadi ishiadičnega 
živca pri prašičih (Damjanovska in sod., 2015). Nedavna retrospektivna analiza kliničnih 
poskusov uporabe BL za periferne živčne bloke na 335 bolnikih brez nevropatije ni pokazala 
pomembne razlike v pojavnosti hipestezij in parestezij med BL in BH (Ilfeld in sod., 2015). 
Kljub temu pa so nekatere raziskave dokazale, da dolgotrajna izpostavljenost živcev visoki 
koncentraciji BH lahko povzroči demielinizacijo živčnih vlaken (An K in sod., 2015; Yang in 
sod., 2011; Meyers in sod., 1986). Rezultati naše študije podpirajo njihove trditve, saj smo tudi 
mi odkrili demielinizacijo (ocenjeno z G-razmerjem) pri živčnih vlaknih miši s PN zaradi SB 
po vnosu BH, ne pa tudi po uporabi BL. Zmanjšano gostoto vlaken, povečan premer velikih 
vlaken ter premer aksonov smo potrdili tako pri miših brez PN in SB kot pri miših s PN zaradi 
SB, tretiranih z BH. Ti rezultati kažejo, da bi lahko BH v kombinaciji s funkcionalnimi, vendar 
ne histološko očitnimi poškodbami živcev zaradi perifernega bloka, imel potencialno toksične 
učinke tudi na majhna živčna vlakna. Podobne rezultate so dobili tudi An in sod. (2015), ki so 
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ugotovili, da se je število malih, neimeliniziranih živčnih vlaken ishiadičnega živca zmanjšalo 
po uporabi BH v primerjavi z 0,9 % NaCl pri kontrolnih miših (An in sod., 2015). Teh rezultatov 
niso mogli ponoviti na modelih podgan, zajcev ali psov (Richard in sod., 2012; McAlvin in 
sod., 2014; Dyhre in sod., 2006). Ali je to posledica anatomskih in fizioloških razlik v živalskih 
modelih, času odvzema živcev ali drugih metodoloških razlik, pa ni povsem znano. Glede na 
to, da so običajno pri diabetični PN prva prizadeta majhna živčna vlakna (Feldman in sod., 
2017), je pri bolnikih z diabetično PN potrebna previdnost pri uporabi BH pri izvajanju 
perifenih blokov. Pred več kot dvema desetletjema sta Kalichman in Calcutt (1992) opazila 
edem živcev; degeneracijo in demielinizacijo mieliniziranih živčnih vlaken po uporabi 2 % - in 
4 % , vendar ne po 1 % lidokainu pri STZ-induciranih podganah s SB. Zato sta sklepala, da je 
pri SB povečano tveganje za nastanek poškodbe živcev zaradi LA. Podobne rezultate so dobili 
tudi Kroin in sod. (2010), ki so ugotovili tanjšanje mielinskih ovojnic po 0,5 % ropivakainu, 1 
% lidokainu s klonidinom, in 1 % lidokainu v kombinaciji z epinefrinom pri STZ-induciranih 
diabetičnih podganah ter povezali trajanje perifernega živčnega bloka s tveganjem za poškodbo 
živca pri diabetični PN. Lirk in sod. (2012) so nasprotno pokazali samo majhno povečanje 
lokalne nevrotoksičnosti po uporabi 2 % lidokaina na podganah s SB in subklinično diabetično 
nevropatijo. Ker je bilo v naši študiji trajanje živčnega bloka po uporabi BL daljše in brez 
patohistoloških sprememb živčnih vlaken v primerjavi z BH, lahko sklepamo, da je tudi najvišja 
koncentracija LA, ki je veliko višja pri BH, kot pri uporabi BL (Richard in sod., 2012), lahko 
pomembno prispevala k poškodbi diabetičnih živcev. Na podlagi tega lahko sklepamo, da bo 
BL varnejši v primerjavi z dolgodelujočim neinkapsuliranimi LA ali kontinuirano perinevralno 
lokalno anestezijo s stalnimi katetri (Blumenthal in sod., 2006).  
V nobenem od vzorcev ishiadičnega živca nismo opazili znakov akutnega ali kroničnega vnetja. 
Ti rezultati so skladni z ugotovitvami McAlvin in sod. (2014), ki niso pokazali vnetja 
ishiadičnega živca po vnosu BH ali BL pri zdravih podganah. Drugače pa so Dyhre in sod. 
(2006) pri uporabi odprtega pristopa za blokado ishiadičnega živca opazili infiltracijo z 
makrofagi, limfociti in fibroblasti po uporabi BL in BH pri zdravih podganah, kar je verjetno 
posledica večje možnosti za okužbo pri uporabi odprtega pristopa. Nujno je poudariti, da ni 
smiselno preučevati akutnih ali kroničnih vnetnih sprememb perifernih živcev pri STZ-
induciranem modelu s PN zaradi SB, ker je bilo dokazano, da STZ lahko povzroča izčrpanost 
imunskih celic v perifernem živčevju do 3. tedne po aplikaciji (Hidmark in sod., 2017). 
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V naši študiji smo uporabili sev C57BL / 6J miši, za katere je znano, da razvije SB in diabetično 
senzorično nevropatijo dva tedna po intraperitonealnem vnosu STZ (Kambiz in sod., 2015). Z 
uvrstitvijo 10 tednov starih miši v študijo smo zagotovili, da spremembe v živčnem sistemu, 
povezane s starostjo (Yuan in sod., 2018), niso vplivale na naše rezultate. Za morfometrične 
analize je bila uporabljena svetlobna mikroskopija visoke ločljivosti, ker je dovolj zanesljiva za 
kvantitativno analizo in omogoča primerjavo z drugimi podobnimi študijami (An in sod., 2015). 
Z uporabo perkutane namesto odprte tehnike blokade ishiadičnega živca smo zmanjšali 
potencialno poškodbo živca zaradi postopka. Hkrati pa je bilo dokazano, da trajanje živčnega 
bloka ni odvisno od tega, ali se uporablja perkutana ali odprta tehnika (Kroin in sod., 2010). 
5.4 Prednosti in pomanjkljivosti raziskave 
Naša raziskava je prva, ki je proučevala nevrotoksični učinek 0,25 % BH na ishiadični živec na 
modelu miši z diabetično PN. Prejšnje študije na poskusnih živalih so primerjale senzorični 
blok 1,1 % BH in 1,1 % BL injiciranih v korenu repa (Grant in sod., 1994) ter senzorični blok 
med različnimi koncentracijami BH injiciranih ob ishiadični živec (de Araujo in sod., 2004). 
Koncentracije, uporabljene v omenjenih študijah, so bile potrjene kot varne na poskusnem 
modelu miši. V naši študiji smo koncentracijo BH izbrali na podlagi predhodno objavljene 
študije na miših, ki je poročala o podaljševanju senzoričnega bloka z naraščajočimi 
koncentracijami od 0,125 in 0,25 do 0,5 % BH (de Araujo in sod., 2004). Tako 0,25 % BH kot 
1,31 % BL sta pomembni koncentraciji za klinično prakso. Uporaba BL je povezana z nižjo 
tkivno koncentracijo prostega bupivakaina v primerjavi z enakimi odmerki BH, ki je takoj na 
voljo v injicirani koncentraciji (Richard in sod., 2012), kar pojasnjuje, zakaj nevrotoksičnost po 
BL ni bila zaznana. Dodatne študije, ki bi primerjale različne koncentracije BH na miših z 
razvito PN, bi bile koristne za dodatno pojasnitev in razlago naših rezultatov. Omejitve naše 
študije vključujejo tudi uporabo enofascikularnega živca, ki ni povsem podoben 
multifascikularnim humanim živcem z bolj bogatim vezivnim tkivom v epinevriju. Poleg tega 
model miši s SB kot posledico indukcije s STZ ni dobro povezan z vidiki SB tipa 1 ali tipa 2 
pri ljudeh (Hidmark in sod., 2017). SB, ki jo povzroča prehrana z visoko vsebnostjo maščob, 
naj bi bolje predstavljala bolj razširjeno SB tipa 2 pri ljudeh, vendar ne obstaja model SB, ki bi 
pristno odražal stanje človeka (Kroin in sod., 2010). Glede na to, da so bile v naši raziskavi 
uporabljene samo samice, bi bilo treba narediti tudi raziskavo na samcih, saj so bile razlike v 
STZ občutljivosti med spoloma opažene pri modelih glodavcev (Vital in sod., 2006). 
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Ugotovili smo, da je trajanje senzoričnega perifernega bloka pri miših s PN zaradi SB odvisno 
tako od vrste LA kot tudi od razvitosti PN. BL je podaljšal senzorični živčni blok pri diabetično 
spremenjenih ishiadičnih živcih miši v primerjavi z mišmi brez PN in SB. Po vnosu BH med 
mišmi s PN zaradi SB in mišmi brez PN in SB nismo ugotovili razlik v trajanju ishiadičnega 
živčnega bloka. Uporaba BL ni povzročila nevrotoksičnosti, kljub prisotnosti PN zaradi SB. 
Nasprotno pa smo znake nevrotoksičnosti ugotovili po vnosu BH tako pri miših s PN zaradi SB 
kot pri miših brez PN in SB. Za zagotovitev varne uporabe liposomalnih formulacij LA pri 
diabetično spremenjenih živcih so potrebne dodatne predklinične in klinične raziskave na 
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